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Resumo 
Os extractos aquosos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea (conhecida por batata 
africana) são tradicionalmente usados por comunidades da África austral em diversas 
patologias. A preparação de extractos através da utilização de vários solventes tem sido 
prática industrial e laboratorial. Contudo, não está descrito nenhum estudo sistemático 
dedicado à avaliação da influência do solvente e da técnica de extracção adoptada nas 
características de qualidade dos extractos obtidos. 
No presente trabalho, procurou-se optimizar as metodologias de obtenção de 
extractos de H. hemerocallidea proveniente de várias regiões de Moçambique (Macia na 
Província de Gaza; Namaacha na Província de Maputo e no Instituto de Investigação 
Agrária de Moçambique na Cidade de Maputo), tendo em vista a padronização de 
extractos com potencial uso na preparação de formas farmacêuticas. No processo de 
extracção foi avaliado o efeito do solvente, da percentagem de água da mistura hidro-
alcoólica, do método de secagem do material vegetal, da temperatura de extracção, do 
número de etapas extractivas, da duração da etapa extractiva, da tenuidade do material a 
extrair e da razão planta/solvente. A avaliação foi feita em função do rendimento de 
extracção e do teor do extracto em hipoxósido, não menosprezando os aspectos relativos 
à natureza do solvente e à facilidade de preparação do extracto. Os extractos foram 
caracterizados quanto ao aspecto, à humidade e ao teor de hipoxósido. Na sequência 
dos estudos preliminares realizados, foi seleccionado como solvente o etanol a 96% V/V. 
Os extractos obtidos a partir de cormos da H. hemerocallidea apresentaram teores em 
hipoxósido superiores a 20%, com excepção de uma das amostras proveniente da região 
da Macia que apresentou teores inferiores a 10%. 
Dada a ausência de um padrão, foi efectuado o isolamento do hipoxósido por 
cromatografia líquida em coluna de vidro com octadecilsilano (C18) em fase inversa 
utilizando-se como eluente acetonitrilo-água (80:20 V/V). O hipoxósido obtido apresentou 
uma pureza elevada, de cerca de 98,6% (m/m). 
Foi determinada a actividade antioxidante dos extractos pelo método do radical 
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) e avaliou-se o efeito do solvente e da natureza da 
amostra na actividade antioxidante dos extractos. Todos os extractos testados 
apresentaram valores de IC50 inferiores a 50 µg/ml e, em todos os casos, os valores 
obtidos foram inferiores ao IC50 do extracto comercial. Em estudos anteriores, o 
hipoxósido não revelou actividade antioxidante e os resultados obtidos no presente 
trabalho reforçam a hipótese que atribui a actividade antioxidante dos extractos a outros 
compostos fenólicos presentes na planta. 
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Entre os diferentes extractos de H. hemerocallidea testados, os preparados com 
acetona foram os que apresentaram maior actividade antioxidante. No entanto, dada a 
toxicidade inerente a este solvente orgânico, seleccionou-se o etanol a 96% V/V como 
solvente de extracção. Entre os extractos etanólicos, os que apresentaram maior 
actividade antioxidante foram os obtidos com as amostras provenientes da região da 
Macia. 
Na avaliação do processo de secagem dos cormos, verificou-se não haver 
diferenças significativas entre a secagem na estufa de vazio e a liofilização, pelo menos 
no que se refere ao teor em hipoxósido. Assim, a secagem em estufa de vazio pode ser 
um método alternativo à liofilização na secagem dos cormos da H. hemerocallidea. As 
amostras provenientes da região de Namaacha apresentaram maior teor em hipoxósido. 
O método de extracção desenvolvido no presente trabalho consistiu numa 
extracção sólido/líquido utilizando uma razão planta/solvente de 1:10, granulometria do 
pó obtido a partir da pulverização dos cormos compreendida entre 125 e 180 µm, duas 
etapas extractivas com duração de 15 minutos cada, conduzida à temperatura ambiente 
e como solvente o etanol a 96% V/V. Os extractos obtidos apresentaram eficiência de 
extracção e teores em hipoxósido adequados e poderão ser incorporados em formas 
farmacêuticas. Os extractos obtidos apresentaram actividade antioxidante superior à de 
um extracto comercial. 
Perspectiva-se com interesse efectuar a optimização do método de secagem das 
soluções extractivas com o objectivo de obter extractos com maior densidade de modo a 
facilitar a sua incorporação em formas farmacêuticas sólidas. 
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actividade antioxidante, preparação de extractos. 
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Abstract 
Water extracts from Hypoxis hemerocallidea corms (known as African potato) are 
traditionally used by south african communities in the treatment for different pathologies. 
Although these extracts have been commonly prepared in industries and laboratories 
using different solvents, no systematic studies have addressed the influence of the 
extractive solvent and extraction technique on the quality of the obtained extracts. 
The aim of this work was to optimize methodologies that would allow to obtain H. 
hemerocallidea extracts from different regions of Mozambique (Macia on the Province of 
Gaza; Namaacha on the Province of Maputo and the Agricultural Research Institute of 
Mozambique at the city of Maputo), in order to standardize the extracts with potential use 
in the preparation of pharmaceutical dosage forms. 
The effect of different parameters on the extraction process was evaluated, namely 
solvent, water percentage on the hydro-alcoholic mixture, plant material drying method, 
extraction temperature, number of extraction steps, duration of the extraction, 
granulometry of the powdered corms and plant/solvent ratio. The extraction efficiency and 
the hypoxoside content were the criteria taking into account in the optimization process, 
the nature of the solvent and the simplicity of the extraction process was also taking into 
consideration. The extracts were characterized in terms of appearance, water content and 
hypoxoside content. Following the preliminary studies, ethanol 96% V/V was chosen as 
the extractive solvent. Extracts obtained from H. hemerocallidea corms presented 
hypoxoside contents higher than 20%, with the exception of one of the samples from the 
Macia region, which presented contents inferior to 10%. 
The isolation of the hypoxoside was conducted with liquid chromatography in a 
glass column with reversed-phase octadecylsilane (C18), using acetonitrile-water (80:20 
V/V) as eluent. The obtained hypoxoside presented a high purity: around 98.6% (w/w). 
The extracts anti-oxidant activity was determined with the DPPH scavenging assay 
and the effect of both the solvent and the nature of the sample, was evaluated. All tested 
extracts presented IC50 values lower than 50 µg/ml and in all cases, the obtained values 
were lower than the IC50 of a commercial extract. In previous studies the hypoxoside did 
not revealed anti-oxidant activity and the results presented in this dissertation 
corroborates the hypothesis that others phenolic compounds present in the plant 
contribute to the anti-oxidant activity. 
Among the different H. hemerocallidea extracts tested, those prepared with acetone 
showed higher anti-oxidant activity. Nevertheless, due to the inherent toxicity of this 
organic solvent, ethanol 96% V/V was chosen as the extractive solvent. Among the 
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ethanol extracts, those obtained from Macia region the samples showed higher anti-
oxidant activity. 
During the evaluation of the H. hemerocallidea corms drying process, there were no 
significant differences between drying in the vacuum oven and freeze drying, concerning 
the hypoxoside content. Thus, drying in a vacuum oven can be an alternative method to 
freeze drying. The corms from Namaacha region presented higher hypoxoside contents. 
The extraction method developed in this work consisted in solid-liquid extraction 
using a plant/solvent ratio of 1:10, a powered corms granulometry between 125 and 180 
µm, two extraction steps (each taking 15 minutes), conducted at ambient temperature with 
solvent ethanol 96% V/V. The obtained extract presented appropriated extract efficiency 
and hypoxoside content, and could be incorporated in pharmaceutical dosage forms. The 
obtained extracts presented anti-oxidant activity higher than the commercial extract. 
The present work could be complemented with the optimization of the extractive 
solutions drying method, with the aim of preparing extracts with higher density which could 
be advantages for their incorporation in solid dosage forms. 
 
 
Keywords: Hypoxis hemerocallidea, African potato, hypoxoside, anti-oxidant activity, 
extracts preparation 
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Objectivos e organização da dissertação 
Neste trabalho pretende-se em primeiro lugar optimizar metodologias de obtenção 
de extractos secos de H. hemerocallidea (proveniente de Moçambique) para 
incorporação em formas farmacêuticas sólidas e avaliar a sua actividade antioxidante. 
Entretanto, dada a falta de padrão houve necessidade de isolar o hipoxósido a partir de 
cormos secos de H. hemerocallidea. 
A dissertação está estruturada em cinco capítulos, onde o primeiro constitui a 
introdução geral e o último corresponde às conclusões gerais do trabalho experimental e 
às perspectivas de trabalhos futuros. Os capítulos restantes fazem referência à parte 
experimental e incluem uma pequena introdução, materiais e métodos, resultados e 
discussão, e uma conclusão. 
O capítulo 1 corresponde à introdução geral e constitui uma revisão em relação a 
aspectos botânicos, composição e acção biológica da planta H. hemerocallidea. 
O capítulo 2 refere o isolamento e a obtenção do hipoxósido a partir de cormos 
secos de H. hemerocallidea. 
O capítulo 3 descreve a optimização do método de extracção e a preparação de 
extractos usando amostras de H. hemerocallidea provenientes de regiões distintas de 
Moçambique. 
O capítulo 4 apresenta a avaliação da actividade antioxidante dos extractos secos 
de H. hemerocallidea obtidos e aborda a influência do solvente e da natureza da planta 
na actividade antioxidante. 
No capítulo 5 são apresentadas as conclusões gerais deste trabalho e as 
perspectivas para o futuro. 
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1. Introdução Geral 
A utilização de plantas no tratamento de patologias é uma prática secular. Estas 
foram muito utilizadas na obtenção de medicamentos, mas, com o desenvolvimento da 
síntese química, a sua utilização diminuiu significativamente. Contudo, nos últimos anos, 
tem-se verificado um renovado interesse pelo uso das plantas na terapêutica, com 
especial atenção para os cuidados primários de saúde e como complemento terapêutico, 
compatível com a medicina clássica [Proença da Cunha, 2005]. 
Na década de 1950, a indústria farmacêutica tinha pouco interesse em plantas 
como fonte de obtenção de novos medicamentos, preferindo a síntese química. 
Entretanto, o sucesso da introdução da vinblastina e da vincristina, associado a um 
produto natural do programa de rastreio anti-cancro do NCI (National Cancer Institute) 
nos Estados Unidos e o advento dos métodos High Throughput Screening Methods para 
avaliação de grande número de extractos vegetais contendo os supostos constituintes 
biologicamente activos, despertou a possibilidade de as plantas poderem ser úteis na 
descoberta e desenvolvimento de medicamentos, o que encorajou a indústria 
farmacêutica [Phillipson, 2007]. 
As plantas utilizadas na medicina tradicional constituem fontes importantes, quer 
para o isolamento de moléculas bem definidas e com actividade farmacológica, quer para 
o isolamento de moléculas desprovidas inicialmente de actividade biológica, mas que 
lhes é conferida após transformação química ou enzimática, podendo ser veiculadas e 
constituírem um medicamento. Além disso, as moléculas de estrutura desconhecida, 
isoladas a partir das plantas, servem de inspiração aos químicos para a síntese de 
compostos orgânicos com actividade farmacológica [Proença da Cunha, 2005]. 
Estima-se que 80% da população africana utilize a medicina tradicional para 
resolver os seus problemas de saúde, sendo na maioria das vezes utilizados 
medicamentos provenientes de plantas [WHO, 2002]. 
A H. hemerocallidea é uma das plantas mais usadas em Moçambique e na África 
do Sul [Krog et al., 2006; Dold e Cocks, 2002], devido à sua elevada utilização em 
doentes infectados com o vírus de imunodeficiência humana (HIV) / Síndrome de 
imunodeficiência adquirida (SIDA). 
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1.1 Hypoxis hemerocallidea 
A Hypoxis hemerocallidea Fisch., C.A. Mey & Avé-Lall, anteriormente designada 
Hypoxis rooperi, pertence à família Hypoxidaceae. O epíteto Hypoxis L. provém da 
associação da palavra grega hypo (que significa “em baixo de”) com oxy (que significa 
“afiado”), que se refere ao cormo que é pontiagudo na base [Linnaeus, 1759]. 
Na África austral, esta planta apresenta vários nomes vernáculos: molikharatsa, 
lotsane, lilabatseka, zifozonke (swazi); inkonfe, Ilabatheka, igudu (zulu); sterblom, gifbol, 
sterretjie, afrika-patat (afrikaans); Xirangabwana (tsonga/changana); moli (sotho); magic 
muthi, yellow stars, star lily, african potato (inglês) [Mokhobo, 1976; Van Wyk et al., 1997; 
Pooley, 1998; Singh, 1999; Krog et al., 2006; Katerere e Eloff, 2008]. Contudo, o mais 
popular é “Batata africana” (BA) ou “African potato” [Drewes e Khan, 2004; Proença da 
Cunha, 2005; Drewes et al., 2008; Owira e Ojewole, 2009]. Este nome persiste, embora 
seja inadequado, uma vez que a parte subterrânea da planta é um rizoma tuberoso ou 
cormo, que não é batata [Drewes e Khan, 2004; Drewes et al., 2008]. 
A H. hemerocallidea é uma planta geófita, que sobrevive no Inverno como um 
rizoma subterrâneo, designado cormo. Os cormos [Figura 1], que levam 2 a 3 anos a 
amadurecer, atingindo um diâmetro de 10 a 15 cm, apresentam raízes adventícias 
grossas e carnudas ligadas à base. Apresentam uma coloração castanho-escura ou preta 
no exterior e uma coloração amarela no interior. Esta última, após exposição ao ar, torna-
se rapidamente castanha escura devido à ocorrência de processos oxidativos [Van Wyk 
et al., 1997; Nair, 2006; Drewes et al., 2008]. 
 
 
 
Figura 1. H. hemerocallidea, parte subterrânea. 
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As flores são amarelas brilhantes com seis pétalas, dando aspecto de uma estrela, 
razão pela qual, na África do Sul, a planta também é conhecida pela designação yellow 
stars. As folhas são decíduas, longas e a sua forma varia entre linear e lanceolada; são 
glabras na superfície superior e ligeiramente pilosas nas margens e na superfície inferior 
(Figura 2) [Van Wyk et al., 2002; Scott e Springfield, 2004; Drewes et al., 2008] 
 
 
 
Figura 2. H. hemerocallidea, parte aérea. 
 
 
Geograficamente, está descrita a existência da H. hemerocallidea na África do Sul, 
em particular na zona oriental da Província do Cabo e nas Províncias KwaZulu/Natal, 
Mpumalanga, Northern Province, Gauteng [Van Wyk et al., 1997] (Figura 3) e Limpopo 
[Drewes et al., 2008]. Também é conhecida a sua existência na Suazilândia [Amusan et 
al., 2007], no Lesotho, em Moçambique e no Zimbabwe [Drewes et al., 2008]. Em 
Moçambique, a H. hemerocallidea está referenciada nas Províncias de Maputo [Da Silva 
et al., 2004] e de Gaza [Ndong et al., 2006]. 
 
 
 
Figura 3. Distribuição geográfica da H. hemerocallidea. 
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Esta planta tem sido indicada para variados fins terapêuticos, como doenças 
relacionadas com HIV/SIDA, artrite, constipação, gripe, hipertensão e outras doenças 
cardíacas, vertigem, dor de cabeça, diabetes mellitus, cancro (do útero, dos testículos e 
da próstata), hiperplasia benigna da próstata, psoríase, úlcera gástrica e duodenal, 
queimaduras, tuberculose, infecções do tracto urinário, asma, pesadelos, impotência 
sexual, angústia, esterilidade, parasitas intestinais, emético e em distúrbios do SNC, 
especialmente epilepsia e convulsões na infância [Watt e Breyer-Brandwijk, 1962; 
Hutchings, 1989; Pujol, 1990; Amusan et al., 1995; Albrecht, 1995; Albrecht, 1996; 
Hutchings et al., 1996; Lowe e Ku, 1996; Buck, 1996; Marandola et al., 1997; Pooley, 
1998; Bandeira et al., 2001; Van Wyk et al., 2002; Mills et al., 2005; Brown et al., 2008; 
Drewes et al., 2008]. 
Em Moçambique, esta planta é usada para distúrbios sexuais [Bandeira et al., 2001] 
e, em associação com as folhas de Aloe marlothii, em doentes com HIV/SIDA [Proença 
da Cunha, 2005]. 
Existem no mercado sul-africano e moçambicano vários produtos contendo 
extractos ou pó de BA associados ou não a vitaminas ou a outras substâncias e 
apresentadas sob formas farmacêuticas sólidas e líquidas (para uso oral) ou semi-sólidas 
(para uso cutâneo) [Nair, 2006; Laporta et al., 2007b; Drewes et al., 2008]. As cápsulas 
são as formas farmacêuticas mais comuns. No entanto, existe uma tendência recente 
para preparar cremes contendo BA ou rooperol como principal constituinte, associado ao 
óleo da planta do chá, aloés, óleo de rosas ou vitamina E, usados especialmente para 
remover manchas da pele, mas também para acções anti-víricas e anti-fúngicas [Drewes 
et al., 2008]. 
 
1.2 Composição química da H. hemerocallidea 
A H. hemerocallidea tem as seguintes classes de metabolitos secundários: taninos, 
esteróides, saponinas, polifenóis e glucósidos [Amusan et al., 2007]. 
A Tabela 1 apresenta os principais constituintes fitoquímicos da H. hemerocallidea 
existente na África do Sul e os autores que os identificaram. 
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Tabela 1. Principais constituintes fitoquímicos da H. hemerocallidea 
da África do Sul 
Constituinte Referência 
Hipoxósido Drewes et al., 1984 
Glucósido de β-Sitosterol (BSSG) 
(Daucosterol) 
Pegel e Liebenberg, 1976 
β-Sitosterol  Bach, 1978 
Campesterol  Boukes et al., 2008 
Estigmasterol  Nair et al., 2006; Boukes et al., 2008 
Estigmastanol  Nair et al., 2006 
Zeatina  Van Staden, 1981 
Hexosanas  Bews e Vanderplank, 1930 
Pentosanas  Bews e Vanderplank, 1930 
 
 
A actividade biológica da BA é atribuída ao hipoxósido (e à sua aglícona, rooperol), 
ao β-sitosterol e ao glucósido de β-sitosterol (também conhecido por BSSG, daucosterol, 
β-sitosterolina ou sitosterolina). 
O glucósido de β-sitosterol foi o primeiro constituinte da BA a ser referenciado como 
uma molécula terapeuticamente activa e o processo de extracção foi patenteado [Pegel e 
Liebenberg, 1976; Pegel e Liebenberg, 1979; Pegel, 1980a; Pegel, 1980b; Pegel e 
Walker, 1981; Pegel e Colin, 1981]. No entanto, a maioria dos estudos farmacológicos 
actualmente disponíveis referem-se ao hipoxósido e à sua aglícona, rooperol. 
O hipoxósido [(E)-1,5-bis (3´-hidroxi-4´-O-β-D-glucopiranosilfenilo) pent-1-en-4-ino] 
é um norlignano di-glucosídico, que consiste em dois anéis benzeno com uma ponte 
pent-1-en-4-ino e um grupo metilo central [Drewes et al., 1984; Albrecht et al., 1995a]. 
O hipoxósido presente na BA possui baixa toxicidade [Drewes et al., 1984] e sofre 
hidrólise enzimática na presença da enzima β-glucosidase, originando a sua aglícona, o 
rooperol (Figura 4) [Marini-Bettolo et al., 1982]. O hipoxósido não é absorvido através do 
intestino mas é extensamente metabolizado no cólon pela β-glucosidade em rooperol, 
que é então absorvido para a corrente sanguínea [Kruger et al., 1994; Albrecht et al., 
1995a] e sofre metabolismo adicional no fígado pelo citocromo P450, originando vários 
metabolitos secundários, incluindo glucoronidos e sulfatos. Após a administração de 
hipoxósido ou do rooperol, estes não aparecem na circulação sanguínea [Kruger et al., 
1994; Albrecht et al., 1995a]. Isto deve-se à completa biotransformação de fase II nos 
metabolitos diglucoronido, dissulfato e misturas de glucoronido-sulfato, dos quais o último 
é o componente principal [Albrecht et al., 1995a]. 
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Figura 4. Hipoxósido e a sua aglícona rooperol. 
 
 
Têm sido realizados muitos estudos farmacológicos envolvendo o hipoxósido e, 
especialmente, a sua aglícona rooperol, o que levou a várias patentes destes compostos 
e seus derivados para diversos usos terapêuticos [Allison et al., 1996; Bouic e Albrecht, 
1996; Bouic, 1999; Drewes e Liebenberg, 1987b; Drewes e Liebenberg, 1987a; 
Liebenberg et al., 1997]. 
1.3 Actividade biológica dos extractos de H. hemerocallidea e dos seus constituintes 
As actividades biológicas e farmacológicas dos extractos da H. hemerocallidea têm 
sido extensamente estudadas, em comparação com outras espécies do género Hypoxis, 
designadamente com a H. obtusa, H. colchicifolia, H. nyasica, H. aurea e H. decumbens 
[Nair, 2006]. O estudo destas actividades contribuiu para suportar cientificamente as 
indicações terapêuticas atribuídas tradicionalmente a estas plantas, como se referirá ao 
longo do presente trabalho. 
A Tabela 2 apresenta as actividades biológicas da BA e dos seus constituintes 
referidos na literatura, sendo feita uma referência abreviada aos mecanismos envolvidos 
nessa actividade, sempre que se justifique. 
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Tabela 2. Actividade biológica dos extractos da BA e dos seus constituintes 
Actividade (Mecanismo de acção/alvo/ substância responsável) Referências 
Antimicrobiana e antifúngica 
Escherichia coli (Ext. H2O, Ext. EtOH, Ext. AC, hipoxósido, rooperol); S.aureus (Ext. EtOH, Ext. AC, proteínas do 
tipo da lectina, hipoxósido, rooperol); E. faecalis (Ext. EtOH, Ext. AC) P.aeruginosa (Ext. EtOH, Ext. AC); 
Mycobacterium smegmatis (Ext. MeOH, Ext. EtOH, hipoxósido); moluscocida: Bulinus africanus (Ext. MeOH); 
Candida albicans (Ext. H2O, Ext. EtOH, Ext. AcOEt, Ext. C6H14) 
Steenkamp et al., 2006; Katerere e Eloff, 
2008; Muwanga, 2006; Gaidamashvili e 
van Staden, 2002; Laporta et al., 2007a; 
Motsei et al., 2003 
Antitumoral 
Tumores testiculares (Ext. H2O); Inibição do crescimento das células MCF-7 (linha celular do cancro da mama) 
(Ext. H2O); Indução da apoptose nas células leucémicas promielocíticas humanas (HL60) (rooperol); Citotóxico 
para as células B16-F10-BL-6 do melanoma do ratinho (rooperol); os fitosteróis provenientes da BA são 
citotóxicos para várias formas de cancro, como o da mama, do cólon e da próstata; 
Estimulação da síntese do colagénio tipo I (rooperol), inibindo a invasão das células tumorais aos tecidos (anti-
metastásico) 
Watt e Breyer-Brandwijk, 1962; Van Wyk 
et al., 1997; Steenkamp e Gouws, 2006; 
Nicoletti et al., 1992; Albrecht et al., 
1995b; Albrecht, 1996; Theron et al., 
1994; Dietzsch et al., 1999; Awad e Fink, 
2000; Awad et al., 1998; Rao e Janezic, 
1992 
Hiperplasia benigna da próstata 
Inibição da 5-α-redutase ou diminuição da ligação à dihidrotestosterona [combinação do β-sitoesterol e do seu 
glucósido (BSSG)]. 
Bruneton, 1995; Drewes e Khan, 2004 
Anti-inflamatória 
Redução dos sintomas da inflamação devida à artrite reumatóide em humanos (Ext. EtOH; esteróis); Redução 
da inflamação em modelos animais (o Ext. MeOH foi mais activo que o Ext. H2O, mas ambos menos activos que 
o ácido acetilsalicílico ou diclofenac); Efeitos sobre a COX: o Ext. EtOH tem elevado efeito inibidor da actividade 
catalítica da síntese das prostaglandinas da COX-1 (88-98%) e que é superior à do Ext. H2O (cerca de 23%). 
Inibição da COX-2 (Ext. H2O); A actividade sobre a ciclooxigenase é atribuída às proteínas do tipo da lectina 
purificada a partir de extractos aquosos da BA e ao rooperol (IC50 de 29,8±1,9 µM para a COX-1 e 56,5±5,6 µM 
para a COX-2). 
Bach, 1978; Louw, 2002; Myers, 1998; 
Ojewole, 2002; Ojewole, 2006; 
Steenkamp et al., 2006; Gaidamashvili e 
van Staden, 2006; Laporta et al., 2007a 
Analgésica/antinociceptiva 
Atraso do tempo de reacção dos ratinhos à dor induzida pelo aquecimento (Ext. H2O); Redução das contorções 
induzidas pelo ácido acético (Ext. H2O); Provável efeito do hipoxósido. 
Ojewole, 2006; Di Giannuario et al., 
1993 
Antioxidante 
Capacidade de captação de espécies reactivas: radical hidroxilo (Ext. H2O, Ext. EtOH), radical superóxido (Ext. 
MeOH:H2O a 50%, Rooperol, Ext. H2O, hipoxósido), radical DPPH (Rooperol, Ext. H2O, Ext. AC e Ext. EtOH), 
radical peroxilo (Extracto de BA com 45% de hipoxósido); Inibição da peroxidação lipídica (Rooperol, Ext. 
MeOH:H2O a 50%, Extracto de BA com 45% de hipoxósido, Ext. H2O, hipoxósido); Capacidade de redução do 
[Fe(III)(TPTZ)2]3+ em [Fe(II)(TPTZ)2]2+
 
(rooperol, Ext. H2O); Capacidade de redução do catião ABTS•- (Rooperol, 
hipoxósido) 
 
Dzingirai et al., 2007; Steenkamp et al., 
2006; Nair et al., 2007a; Laporta et al., 
2007b; Katerere e Eloff, 2008 
 
 
Extractos em etanol (Ext. EtOH), em metanol (Ext. MeOH), em acetona (Ext. AC), em água (Ext. H2O), em acetato de etilo (Ext. AcOEt), em hexano (Ext. 
C6H14). 
 
 
Introdução Geral    
 
 
8 
 
 
Continuação da Tabela 2 
Actividade (Mecanismo de acção/alvo/ substância responsável) Referências 
Cardiovascular 
Bradicardia e hipotensão transitória in vitro (músculo atrial e veia porta) e in vivo (no animal) em cobaias e 
ratos, respectivamente (Ext. H2O); aumentos moderados e transitórios na produção cardíaca, no volume de 
sangue bombeado pelo ventrículo e na pressão vascular, sem nenhum aumento da taxa cardíaca ou da 
pressão de enchimento (rooperol); taquicardia ventricular em humanos (Ext. H2O); redução do colesterol 
(esteróis, estanóis e esterolinas). 
 
Ojewole et al., 2006; Coetzee et al., 
1996; Ker, 2005; Law, 2000; 
Westrate e Meijer, 1998 
Antidiabética 
Redução dose-dependente das concentrações sanguíneas da glucose nos ratos normoglicémicos e 
hiperglicémicos (Ext. H2O e Ext. MeOH). 
 
Zibula e Ojewole, 2000; Mahomed e 
Ojewole, 2003; Ojewole, 2006 
Anticonvulsivante 
Atrasam o início e antagonizam as convulsões induzidas pelo pentilenotetrazol, antagonizam fortemente as 
convulsões induzidas pela picrotoxina e têm uma fraca resposta nas convulsões induzidas pela biculina (Ext. 
H2O). Actividade atribuída ao rooperol e ao β-sitoesterol. 
 
Ojewole, 2008 
Imunoestimulante vs HIV/SIDA 
Estabiliza a contagem dos linfócitos CD4 e promove uma redução dos antigénios p24 HIV e uma diminuição 
marcada da activação da expressão do HLA-DR pelos linfócitos CD8 (Ext. MeOH); estimulação da expressão 
do IFN-γ (Ext. EtOH); inibe in vitro a proliferação do HIV-1 (metabolito dissulfato do rooperol); reduz a carga 
viral e estabiliza a contagem das células CD4 (mistura de β-sitosterol e do seu glucósido). 
 
Albrecht, 1996; Muwanga, 2006; 
Lamprecht, 1998; Bouic et al., 1999 
Uterolítica 
Inibem a amplitude das contracções espontâneas e rítmicas e relaxam as trompas uterinas isoladas dos ratos 
(fêmeas) e das cobaias grávidas, de forma dose-dependente; relaxam o tónus basal das trompas uterinas de 
forma dose-dependente em ratos (fêmeas) e cobaias não grávidas e estrogénio dominantes; inibem as 
contracções induzidas por acetilcolina, ocitocina, bradiquinina e cloreto de potássio (K+) nas trompas uterinas 
isoladas do rato (fêmea) e da cobaia estrogénio dominante de forma dose-dependente. 
 
Nyinawumuntu et al., 2008 
Antidiarreica 
Protecção dose-dependente em ratos e em ratinhos contra a diarreia induzida pelo óleo de rícino; inibição do 
trânsito intestinal e atraso do esvaziamento gástrico; efeito anti-motilidade e inibição da enteropooling induzida 
pelo óleo de rícino (semelhante à atropina); atraso do início da resposta à diarreia induzida pelo óleo de rícino, 
redução da frequência das defecações e da severidade da diarreia nos roedores (semelhante à loperamida); 
diminuição do volume dos fluidos intestinais segregados e do número, peso e humidade das fezes excretadas; 
inibição das contracções espontâneas e pendulares no duodeno isolado do coelho e atenuação das 
contracções induzidas pela acetilcolina no íleo isolado do cobaia (Ext. H2O). 
 
Ojewole et al., 2009b 
Broncorrelaxante 
Relaxamento das contracções espasmogénicas induzidas pela histamina, pelo carbocol e pelo potássio, de 
uma forma dose-dependente, e que esse efeito não se altera na presença do propranolol (Ext. H2O) 
 
Ojewole et al., 2009a 
Enteropooling: aumento dos fluidos e electrólitos no lume intestinal devido ao aumento dos níveis das prostaglandinas. 
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Apesar dos vários estudos laboratoriais para fundamentar as utilizações tradicionais 
da BA, muitas vezes provados com as actividades dos extractos, ainda não se sabe quais 
são os constituintes responsáveis por todas as actividades atribuídas aos extractos. 
Especula-se que o rooperol contribua para as actividades anticonvulsivante [Ojewole, 
2008], antidiarreica [Ojewole et al., 2009b], uterolítica e espasmogénicas [Nyinawumuntu 
et al., 2008] dos extractos da H. hemerocallidea. Hipotetiza-se também que os esteróis, 
os estanóis e as esterolinas presentes na H. hemerocallidea contribuam para a actividade 
antinociceptiva [Ojewole, 2006], hipoglicemiante (fitoesteróis e/ou esterolinas) [Mahomed 
e Ojewole, 2003; Ojewole, 2006], antidiarreica (β-sitoesterol) [Ojewole et al., 2009b] e 
anticonvulsivante (β-sitoesterol) [Ojewole, 2008]. 
Estas demonstrações conferem suporte farmacológico dos usos tradicionais dos 
cormos da H. hemerocallidea no tratamento e/ou na manutenção da dor e condições de 
artrite inflamatória [Ojewole, 2006], assim como no tratamento, manutenção e/ou controlo 
da diabetes mellitus em adultos [Ojewole, 2006; Mahomed e Ojewole, 2003; Zibula e 
Ojewole, 2000], de certas disfunções cardíacas e hipertensão essencial [Ojewole et al., 
2006; Owira e Ojewole, 2009], da diarreia [Ojewole et al., 2009b], de convulsões e 
epilepsia na infância [Ojewole, 2008], de ameaças de aborto ou aborto prematuro 
[Nyinawumuntu et al., 2008] do controlo e/ou tratamento da asma brônquica e outros 
distúrbios respiratórios [Ojewole et al., 2009a] em algumas comunidades rurais da África 
Austral e, em particular, da África do Sul. 
1.4 Objectivos do trabalho 
Como se referiu anteriormente, o presente trabalho tem os seguintes objectivos: 
1. Isolar o hipoxósido a partir dos cormos de H. hemerocallidea proveniente de 
Moçambique, tendo em vista a obtenção de um padrão; 
2. Desenvolver e optimizar um método de preparação de extractos secos a partir 
de cormos de H. hemerocallidea com potencial uso em preparações 
farmacêuticas; 
3. Caracterizar os extractos preparados; 
4. Avaliar a actividade antioxidante dos extractos obtidos, pelo método de DPPH. 
 
Os trabalhos anteriormente publicados sobre a H. hemerocallidea, embora 
apresentem metodologias para a obtenção de extractos, não fazem referência a uma 
análise comparativa das mesmas. No presente trabalho, propusemo-nos comparar 
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diferentes metodologias de extracção a partir de cormos da H. hemerocallidea, tendo em 
vista a obtenção de extractos mais concentrados em hipoxósido. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2 
Isolamento e obtenção do hipoxósido a 
 partir dos cormos de Hypoxis hemerocallidea 
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2. Isolamento do hipoxósido a partir dos cormos de Hypoxis hemerocallidea 
2.1 Introdução 
O hipoxósido (Figura 5) – um norlignano diglucosídico – encontra-se presente em 
algumas espécies do género Hypoxis pertencentes à família Hypoxidaceae, tais como H. 
hemerocallidea, H. obtusa, H. acumitata, H. nitida, H. laifolia, H. rigidula e H. angustifoila 
[Allison et al., 1996; Sibanda et al., 1990; Nair, 2006; Marini-Bettolo et al., 1982; Drewes 
et al., 1984]. Vários estudos têm sugerido que o hipoxósido é o principal constituinte 
responsável pelas actividades terapêuticas destas plantas [Nair, 2006; Laporta et al., 
2007b; Albrecht, 1995]. Além disso, o hipoxósido é utilizado como marcador activo no 
controlo da qualidade de matérias-primas ou de produtos à base da BA [Nair e Kanfer, 
2006]. 
 
 
Figura 5. Estrutura do Hipoxósido. 
 
 
Existem vários trabalhos publicados que tratam da extracção, isolamento e 
caracterização do hipoxósido a partir das plantas do género Hypoxis [Marini-Bettolo et al., 
1991; Drewes et al., 1984; Vinesi et al., 1990; Betto et al., 1992; Kruger et al., 1993; 
Kruger et al., 1994; Nair et al., 2006; Laporta et al., 2007b]. A Tabela 3 apresenta os 
métodos de isolamento do hipoxósido a partir de plantas do género Hypoxis. 
A caracterização do hipoxósido pode ser feita por determinação do ponto de fusão 
(PF) [Nair e Kanfer, 2006; Drewes et al., 1984], por espectrofotometria no ultravioleta 
[Nair e Kanfer, 2006; Laporta et al., 2007b; Kruger et al., 1994], por espectrofotometria no 
infravermelho [Nair e Kanfer, 2006], por espectrofluorimetria [Laporta et al., 2007b], por 
microscopia electrónica de varrimento (SEM), por cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC/DAD) [Nair e Kanfer, 2006], por cromatografia líquida com detecção por 
espectrometria de massa (LC-MS) utilizando ionização por “electrospray” [Nair e Kanfer, 
2006], por 1H NMR e 13C NMR [Nair e Kanfer, 2006; Marini-Bettolo et al., 1982; Laporta et 
al., 2007b] ou 13CNMR e HSQC [Laporta et al., 2007b]. 
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Tabela 3. Métodos de isolamento do hipoxósido 
Planta/Parte usada Método de extracção/solvente Método de isolamento/purificação Referências 
H. obtusa (cormos) Extracção líquido-líquido de extractos 
metanólicos com acetato de etilo e n-
butanol  
Distribuição contracorrente (CCD-400 transfers) entre a 
água:acetato de etilo:butanol (10:8:2 V/V/V) 
Marini-Bettolo et al., 1982 
H. hemerocallidea Extracto etanólico enriquecido em HPLC 
preparativa com metanol:água (1:1) 
Coluna cromatográfica preparativa (45 mm x 600 mm) com 
gel de sílica (230-400 mesh) e eluição com 2-
butanol:benzeno:água:metanol (4:3:2:1 V/V/V/V); 
Cristalização com 2-butanol. 
Drewes et al., 1984; Drewes 
e Liebenberg, 1987a 
Hypoxis sp 
(cormos secos) 
Extracção directa com metanol Coluna HPLC preparativa C8 e fase móvel isocrática de 
acetonitrilo:água (15:85 V/V) num fluxo de 100 ml/minuto; 
Fracções relevantes separadas em coluna HPLC 
preparativa C18; evaporação da fracção pura para obter o 
hipoxósido 
Kruger et al., 1994; Allison 
et al., 1996 
H. hemerocallidea 
(cormos frescos) 
Extracção directa com metanol; 
Extracção líquido-líquido do extracto 
metanólico seco (dissolvido em água) 
com acetato de etilo e butanol. 
Separação do extracto butanólico em coluna de vidro (500 
mm x 50 mm) com gel de sílica (60-120 mesh, 75-150 µm) 
e eluição com tolueno:butanol:água:metanol (6:4:2:1 
V/V/V/V) seguida de tolueno:butanol:àgua:metanol (4:4:2:1 
V/V/V/V) em fluxo de 0,5 ml/min; 
Isolamento: HPLC-UV, coluna semi-preparativa Luna C18 
(250 mm x 10 mm d.i., 5 µm); fase móvel acetonitrilo:água 
(20:80 V/V) em modo isocrático com em fluxo de 5 ml/min e 
detecção em 260 nm. 
Nair e Kanfer, 2006 
H. hemerocallidea Extractos hidroalcoólicos HPLC-UV-Vis/DAD (260 nm) numa coluna em fase inversa 
LiChrospher® 100-RP-18 (15µm, 250 x 25 mm d.i.) em 
escala semi-preparativa, com fase móvel a 31,25 ml/min de 
velocidade de fluxo e constituída por KH2PO4 0,05 M (A) e 
acetonitrilo (B) com eluição em gradiente: 0-40 min, de 20% 
de B a 70%; 40-42 min, de 70 a 20% de B; 42-50 min, 
fixado em 20% de B; 
Troca de solventes nas fracções contendo hipoxósido puro 
com metanol puro usando um “cartucho preparativo” C18 
(eliminação de sais) e secagem em evaporador rotativo. 
Laporta et al., 2007b 
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No presente trabalho, pretendeu-se isolar o hipoxósido a partir de extractos dos 
cormos liofilizados de H. hemerocallidea, utilizando a cromatografia em coluna 
convencional e usando ODS (octadecilsilano) como fase estacionária e uma mistura 
ACN:H2O (20:80, V/V) como fase móvel. Uma vez que o padrão de hipoxósido não se 
encontra disponível comercialmente, o hipoxósido isolado e purificado no âmbito do 
trabalho apresentado no presente capítulo foi usado como padrão para monitorizar o 
processo de extracção e para o doseamento do hipoxósido nos cormos secos e nos 
extractos (trabalhos apresentados no Capítulo III). 
A caracterização do hipoxósido isolado efectuou-se pelo PF, por análise do 
espectro no IV e no UV e por HPLC/DAD. 
Os resultados obtidos foram comparados e confirmados com os descritos na 
literatura. 
 
2.2 Parte Experimental 
2.2.1 Material  
Reagentes e solventes: 
O acetonitrilo (grau HPLC) (lote: 0932697) foi adquirido à Fisher Scientific UK 
Limited (Fisher Scientific, Leicestershire, UK). A água foi purificada num sistema Millipore 
Simplicity® UV (Millipore SAS 67120 Molsheim, França). O metanol (grau analítico) Fluka 
(lote: 80370) foi obtido na Sigma (Sigma-Aldrich Chemie, Seelze, Alemanha). O metanol 
(grau HPLC) (lote: V8E757268E) foi obtido na CARLO ERBA Reagents (Espanha). 
A sílica usada foi Davisil® 633NC18E (Grace, Hesperia CA, EUA). 
 
Material biológico: 
Os cormos de H. hemerocallidea foram colhidos em Moçambique no mês de Agosto 
de 2008 (Região da Macia) e depositou-se um exemplar no herbário da Faculdade de 
Biologia da Universidade Eduardo Mondlane – Moçambique. 
 
Equipamento: 
Bomba de vácuo: Büchi Vac® V-500 (Büchi Labortechnik AG, Suíça). 
Evaporador rotativo: Büchi Rotavapor RE 111 – Büchi 461 water bath (Büchi 
Labortechnik AG, Suíça) 
Vórtex: Heidolph Reax 2000 (Alemanha) 
Ultrassons: Bandelin Sonorex RK 100H (Bandelin Electronic, Alemanha). 
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Centrífuga: Eppendorf Centrifugue 5804 (Eppendorf AG, Alemanha) 
Liofilizador: Telstar cryodos Modelo Cryodos 90 (Josep Tapiolas 120, Terrassa, 
Espanha). 
Microscópio de fusão (tipo Köfler)  
Espectrofotómetro ATI Mattson Genesis Series FTIR (software: WinFirst v. 2.10) 
(Analytical thechnology, Inc; WI, EUA) 
Cromatógrafos HPLC: 
1. Sistema HPLC de solvente Jasco Pu-2080 Plus inteligent pump acoplado a um 
detector DAD da Jasco MD-2010 Plus Multiwavelenght detector e equipado com 
um autosampler Jasco As-950 inteligent Sampler – controlo das fracções 
contendo hipoxósido/ identificação do pico correspondente ao hipoxósido. 
2. Sistema de solventes Waters 515 HPLC pump equipado com um Waters 717 
plus Autosampler com Detectores: Waters TM 996 Photodiode Array Detector 
(DAD) e Waters 2475 Multi λ Fluorescence Detector (FLD) – caracterização do 
hipoxósido. 
Colunas cromatográficas para HPLC: 
1. Mediterranea SEA 18, 5 µm, 150 x 4,6 mm d.i. acoplada a uma pré-coluna 
ULTRAGUARDTM SEA18, 10 x 3,2 mm d.i. (Teknokroma S. Coop. C. Ltda, 
Barcelona, Espanha) – controlo das fracções contendo hipoxósido; 
2. Grace Smart RP 18 (5 µm, 150 x 4,6 mm d.i.) (Grace, Lokeren, Bélgica) – 
caracterização do hipoxósido. 
Coluna cromatográfica clássica: coluna de vidro (300 mm x 25 mm d.i.) com sílica 
Davisil® 
Detectores: 
1. DAD da Jasco MD-2010 Plus Multiwavelenght detector 
2. Waters TM 996 Photodiode Array Detector (DAD) e Waters 2475 Multi λ 
Fluorescence Detector (FLD) 
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2.2.2 Métodos 
Apresenta-se em seguida um breve resumo de todos os procedimentos utilizados, 
tendo em vista o isolamento e a purificação do hipoxósido. 
Os cormos foram colhidos frescos em Moçambique e transportados para Portugal, 
onde foram conservados durante cerca de dois meses à temperatura ambiente. Depois 
de cortados, os respectivos fragmentos foram sujeitos a liofilização e depois pulverizados 
(vide Capítulo III). Em seguida, o liofilizado foi sujeito a um processo extractivo com 
metanol e o extracto obtido foi concentrado em evaporador rotativo a temperatura inferior 
a 45ºC e depois cromatografado. A cromatografia foi realizada numa coluna de vidro 
(300 mm x 25 mm d.i.), usando como fase estacionária sílica Davisil® e como fase móvel 
acetonitrilo-água (20:80 V/V). A eluição foi efectuada com auxílio de uma bomba de 
vácuo. Foram obtidas fracções de 10 ml, que foram filtradas num filtro de seringa (PTFE) 
de 0,20 µm de porosidade. 
Cada uma das fracções foi analisada por HPLC-UV (λmax = 260 nm), com vista à 
detecção do hipoxósido e marcação das fracções mais ricas nessa substância. Estas 
foram recromatografadas em coluna, após serem concentradas, nas condições atrás 
referidas. Obtiveram-se deste modo fracções contendo hipoxósido com elevada pureza, 
evidenciada por análise por HPLC-UV (λmax = 260 nm). Estas fracções foram 
concentradas em evaporador rotativo e, em seguida, liofilizadas. O hipoxósido assim 
obtido foi conservado ao abrigo da luz, da humidade e a -20ºC até ao momento da sua 
utilização. 
A caracterização do hipoxósido foi efectuada através do PF, IV e HPLC com dupla 
detecção: detector de díodos em série e detector fluorimétrico. 
A Figura 6 apresenta o esquema do processo de isolamento e obtenção do 
hipoxósido a partir dos cormos da BA liofilizados. 
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Infravermelho HPLC/DAD/FLDPonto de fusão
Caracterização do hipoxósido 
Concentração/ liof ilização
Hipoxósido isolado
Fracções com elevada 
pureza em hipoxósido 
Controlo por HPLC-UV /DAD 
(λ=260 nm)
Fracções com 
hipoxósido 
Extracção com metanol
Pulverização (63 µm)
Cormos de BA 
(liof ilizados)
Controlo por HPLC-UV /DAD 
(λ=260 nm)
Cromatograf ia em coluna: 
C18 ; ACN:H2O (20:80 V/V)
Cromatograf ia em coluna: 
C18 ; ACN:H2O (20:80 V/V)
 
Figura 6. Esquema do processo de isolamento do hipoxósido a partir dos cormos da BA. 
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Em seguida, apresenta-se detalhadamente os procedimentos atrás referidos, que 
permitiram o isolamento e obtenção do hipoxósido. 
 
2.2.2.1 Preparação do extracto 
Pesou-se cerca de 2 g de BA em pó (63 µm) e adicionou-se 20 ml de metanol num 
matraz. Extraiu-se a mistura por agitação em vórtex durante 2 minutos e com auxílio dos 
ultrassons durante 20 minutos. Centrifugou-se durante 5 minutos a 4000 rpm. Recolheu- 
-se o sobrenadante e concentrou-se num evaporador rotativo a temperatura inferior a 
45 ºC, até cerca de 5 ml. 
 
2.2.2.2 Isolamento e obtenção do hipoxósido 
Aplicou-se o extracto obtido numa coluna cromatográfica (300 mm x 25 mm d.i.) 
com sílica Davisil® e eluiu-se com um sistema de solventes constituído por acetonitrilo e 
água (20:80 V/V) (Figura 7). Para maior eficiência do processo cromatográfico, recorreu-
se à pressão reduzida obtida com uma bomba de vácuo. 
 
 
 
Figura 7. Coluna cromatográfica com sílica C18 usada para isolamento do hipoxósido. 
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Foram recolhidas fracções de 10 ml que foram filtradas por filtro de seringa PTFE 
(0,20 µm) e foram controladas por HPLC/DAD com vista a detectar a presença do 
hipoxósido. Foi utilizado o cromatógrafo Jasco anteriormente descrito e a separação 
cromatográfica decorreu por um processo em fase inversa usando uma coluna 
Mediterranea SEA 18. O fluxo utilizado foi de 1 ml/min e o volume de injecção de 10 µl. A 
presença de hipoxósido foi monitorizada através do espectro no UV do pico 
cromatográfico correspondente (tR cerca de 14 min). Este método foi baseado no 
proposto por Nair e Kanfer (2006). 
As fracções que continham essencialmente hipoxósido, com um reduzido número 
de impurezas, foram concentradas num evaporador rotativo, a temperatura inferior a 
45ºC, até cerca de 2 ml, e novamente cromatografadas em sílica Davisil ® nas condições 
anteriormente descritas. 
As fracções assim repurificadas e novamente controladas por HPLC/DAD foram 
concentradas, congeladas (-20 ºC) e subsequentemente liofilizadas durante 48 horas. O 
hipoxósido obtido foi conservado ao abrigo da luz e da humidade, a -20 ºC, até à sua 
utilização. 
 
 
2.2.2.3 Caracterização do composto isolado e determinação da pureza da fracção 
O hipoxósido anteriormente obtido foi caracterizado pelo PF, espectro no IV e por 
HPLC-DAD/FLD. 
O ponto de fusão (não corrigido) foi determinado num microscópio de fusão e 
comparado com o descrito na literatura para o hipoxósido [Marini-Bettolo et al., 1982; Nair 
e Kanfer, 2006]. 
Para a obtenção dos espectros no infravermelho (IV) prepararam-se discos de 
brometo de potássio contendo a amostra (1:200 m/m) e registaram-se os espectros IV 
num espectrofotómetro ATI Mattson, com auxílio de um programa WinFirst v. 2.10. Os 
espectros no IV das amostras foram comparados no que respeita ao paralelismo das 
bandas de absorção com o descrito na literatura para o hipoxósido [Nair, 2006]. 
Recorrendo a um equipamento HPLC Waters, munido de dois detectores (DAD e 
FLD), analisaram-se as amostras do hipoxósido isolado no que se refere à caracterização 
e à determinação do teor presente. A análise cromatográfica foi efectuada de acordo com 
as condições a seguir descritas: 
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Condições cromatográficas 
Aparelho: Sistema de solventes Waters 515 HPLC pump equipado com um 
Waters 717 plus Autosampler 
Coluna: Grace Smart RP 18 (5 µm, 150 x 4,6 mm d.i.) (Grace, Lokeren, 
Bélgica) 
Detectores: Detectores: Waters TM 996 Photodiode Array Detector (DAD) e Waters 
2475 Multi λ Fluorescence Detector (FLD) 
Fase móvel: Água e acetonitrilo, em gradiente (Tabela 4) 
Fluxo: 1 ml/min 
Volume de injecção: 10 µl 
Detecção por DAD: 260 nm (200 – 600 nm) 
Detecção por FLD: λ excitação – 298 nm e λ emissão – 332 nm 
Software: Empower® Pro (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) 
 
 
 
Tabela 4. Gradiente da fase móvel usada 
Tempo 
(min) 
Acetonitrilo 
(%) 
Água 
(%) 
0 2 98 
45 100 0 
48 100 0 
49 2 98 
60 2 98 
 
 
As amostras foram analisadas em triplicado. Os espectros no UV dos picos 
cromatográficos atribuídos ao hipoxósido obtido através do DAD foram comparados com 
o espectro no UV do hipoxósido descrito na literatura [Nair, 2006; Laporta et al., 2007b]. 
Para além do espectro no UV o DAD permitiu determinar a homogeneidade do pico 
cromatográfico e a presença de impurezas. A pureza do hipoxósido foi determinada a 
partir da relação entre as áreas dos picos obtidos. 
Os cromatogramas obtidos com o detector FLD foram comparados com os 
cromatogramas obtidos para as mesmas amostras com o detector DAD, no que respeita 
à posição e intensidade dos picos cromatográficos atribuídos ao hipoxósido. 
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2.3 Resultados e discussão 
2.3.1 Isolamento e obtenção do hipoxósido 
Prepararam-se extractos metanólicos da BA a partir de cormos pulverizados, tendo 
em vista concentrar o material vegetal para posterior isolamento e obtenção do 
hipoxósido. Optou-se por escolher o metanol como solvente extractor, uma vez que 
solubiliza facilmente o hipoxósido e as soluções resultantes apresentam-se estáveis 
[Nair, 2006]. 
O isolamento do hipoxósido a partir do extracto, com vista à obtenção do padrão, foi 
efectuado recorrendo à aplicação dos extractos metanólicos concentrados em duas 
colunas de vidro convencional com sílica Davisil® em fase inversa, usando como eluente 
a mistura acetonitrilo:água (20:80 V/V). A primeira passagem pela coluna cromatográfica 
permitiu isolar o hipoxósido dos demais constituintes do extracto e a segunda permitiu 
purificá-lo. O controlo das fracções ricas em hipoxósido foi efectuado por HPLC/DAD, por 
confirmação do espectro no UV do pico cromatográfico correspondente ao hipoxósido, 
uma vez que a substância padrão não se encontra disponível comercialmente. Com este 
método evitámos o uso de misturas mais complexas de solventes, que seriam 
necessárias no caso de uma coluna convencional com sílica normal. 
 
 
2.3.2 Caracterização do hipoxósido isolado 
O hipoxósido liofilizado apresentou-se como um pó branco e leve, tal como descrito 
na literatura [Nair, 2006], tendo sido caracterizado através do PF, espectro no IV e por 
HPLC/DAD/FLD. 
 
2.3.2.1 Ponto de fusão 
O valor do intervalo de fusão obtido foi de 149-152ºC. A literatura não é uniforme no 
que se refere à descrição do ponto de fusão do hipoxósido, uma vez que apresenta 
valores relativamente diferentes. O PF determinado no presente trabalho apresentou uma 
grande correspondência com o descrito por Marini-Bettolo et al. (1982) (149-151 ºC) e, 
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apesar de inferior ao obtido por Nair e Kanfer (2006), que foi 154,6ºC, não se afasta 
consideravelmente deste. Nair e Kanfer (2006) sugerem que esta diferença nos valores 
pode ser atribuída à presença de impurezas ou de produtos de degradação. Parece-nos 
razoável atribuir também estas diferenças às técnicas/aparelhos utilizados. Nair e Kanfer 
(2006) utilizaram a calorimetria diferencial de varrimento (DSC) enquanto Marini-Bettolo 
et al. (1982) utilizaram um aparelho de ponto de fusão convencional. 
O intervalo de fusão determinado no presente trabalho apresenta-se estreito e 
afasta-se pouco do valor reportado por Nair e Kanfer (2006), pelo que se poderá concluir 
que o hipoxósido isolado no âmbito do presente trabalho apresenta pureza elevada. 
 
2.3.2.2 Espectro de infravermelho 
A espectroscopia de infravermelho é uma técnica muito útil para identificar 
substâncias, uma vez que duas moléculas diferentes apresentam espectros no IV 
diferentes. 
O espectro IV do hipoxósido isolado (Figura 8) foi comparado com o descrito por 
Nair (2006) (Figura 9), tendo-se verificado a existência de paralelismo entre ambos. 
 
 
 
 
Figura 8. Espectro Infravermelho do hipoxósido isolado no presente trabalho. 
 
No espectro no IV do hipoxósido isolado no presente trabalho estão bem evidentes 
as bandas em 3400 cm-1, característica do grupo hidroxilo (OH) fenólico e glucosídico, em 
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1507 e em 1585 cm-1, características dos grupos aromáticos, e em 2320 e 2365 cm-1, 
características da ligação tripla. 
 
 
Figura 9. Espectro Infravermelho do hipoxósido descrito na literatura. 
 
2.3.2.3  HPLC/DAD/FLD 
Foram estudadas várias condições cromatográficas, tendo em vista obter a melhor 
informação sobre as impurezas que acompanhavam o hipoxósido isolado. Assim, foram 
testadas várias condições de eluentes, em trabalho isocrático e em gradiente. As 
condições que permitiram evidenciar o maior número de picos cromatográficos foram 
obtidas com o gradiente apresentado na Tabela 4, tendo sido, por essa razão, as 
adoptadas no presente estudo. 
Com vista a garantir que todas as impurezas presentes eram visualizadas, 
trabalhou-se com a maior concentração possível de amostra, tendo-se, no entanto, o 
cuidado de não saturar a coluna cromatográfica. Procedeu-se a um varrimento total do 
cromatograma, verificando-se que, para além das substâncias identificadas em 260 nm, 
não havia qualquer substância adicional que absorvesse no UV. 
A Figura 10 e a Figura 11 apresentam os cromatogramas obtidos com os 
detectores DAD e FLD, respectivamente. Observa-se que os cromatogramas apresentam 
algumas diferenças e que o obtido com o detector DAD apresenta mais picos, já que o 
detector FLD apenas detecta as substâncias fluorescentes. 
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Figura 10. Cromatograma do hipoxósido isolado (556 µg/ml) obtido no detector DAD. 
 
 
 
Figura 11. Cromatograma do hipoxósido isolado (556 µg/ml) obtido no detector de 
fluorescência. 
 
 
O espectro no UV do pico correspondente ao hipoxósido é apresentado na Figura 
12, verificando-se que é compatível com o descrito na literatura [Nair, 2006; Laporta et 
al., 2007b] para esta substância (máximos de absorção em 212, 258 e 298 nm). A Figura 
13 apresenta os espectros obtidos em três pontos distintos do pico cromatográfico, 
notando-se uma equivalência expressiva entre eles, o que demonstra a homogeneidade 
da composição do pico cromatográfico em hipoxósido. Esta constatação foi reforçada 
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através do valor do purity angle que foi sempre inferior ao do purity threshold, o que 
demonstra que o pico é homogéneo. 
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Figura 12. Espectro UV no vértice do pico cromatográfico correspondente ao hipoxósido. 
 
 
 
 
 
Figura 13. Espectro UV do hipoxósido isolado: O pico cromatográfico do hipoxósido com 
os três pontos seleccionados (A). Os três espectros UV do hipoxósido sobrepostos (B). 
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Na Tabela 5 apresenta-se os resultados referentes à determinação da pureza 
cromatográfica, por HPLC/DAD, do hipoxósido isolado dos cormos secos da H. 
Hemerocallidea. 
 
Tabela 5. Percentagem da área do pico correspondente ao hipoxósido 
 Área do hipoxósido (%) 
Detector 1 2 3 Média DP CV 
DAD 98,74 98,89 98,1 98,58 0,42 0,43% 
FLD 98,85 98,96 98,95 98,92 0,06 0,06% 
 
 
Assumindo que a percentagem da área correspondente ao hipoxósido corresponde 
ao seu teor, verifica-se que a pureza do hipoxósido isolado no presente trabalho é de 
aproximadamente 98,6%. Dado que o FLD é um detector selectivo, as purezas 
determinadas por este detector foram sempre superiores, já que não são “contabilizadas” 
todas as impurezas eventualmente existentes. Assim, os valores correspondentes ao 
detector FLD são apresentados apenas a título indicativo do teor aproximado em 
hipoxósido nas amostras isoladas. 
 
2.4 Conclusão 
O procedimento de extracção e isolamento desenvolvido no presente trabalho, 
tendo em vista o isolamento do hipoxósido a partir dos cormos de H. hemerocallidea, 
revelou-se eficaz e adequado para a obtenção de uma substância susceptível de ser 
usada como padrão de hipoxósido. 
O intervalo de fusão determinado apresentou-se compatível com o descrito na 
literatura. O espectro no IV do hipoxósido apresentou paralelismo com o descrito por Nair 
(2006) e foi efectuada, com base no espectro no IV, uma caracterização dos grupos 
funcionais presentes na estrutura do hipoxósido. O espectro no UV apresentou 
paralelismo com os obtidos anteriormente [Marini-Bettolo et al., 1982; Nair, 2006]. 
A pureza do pico cromatográfico do hipoxósido avaliado por HPLC/DAD 
apresentou-se homogénea e com uma quantidade reduzida de impurezas. O teor em 
hipoxósido na fracção isolada foi de cerca de 98,6% (m/m). 
Nestas circunstâncias, o hipoxósido isolado no presente trabalho reúne condições 
para ser usado como padrão. 
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3. Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos 
cormos da Hypoxis hemerocallidea 
 
3.1 Introdução 
Vários estudos têm proposto diversas técnicas para a obtenção de extractos secos 
da BA. Em muitos casos, os extractos são obtidos apenas com o objectivo de testar 
actividades farmacológicas da BA e noutros para identificar, isolar ou dosear os 
constituintes. Além disso, existem processos patenteados de preparação de extractos, 
isolamento de certos constituintes e sua incorporação em preparações para uso oral ou 
cutâneo [Allison et al., 1996; Drewes e Liebenberg, 1987a; Pegel e Liebenberg, 1976]. 
São usados como solventes de extracção a água, o etanol, diversas misturas hidro-
alcoólicas (água-metanol ou água-etanol), o metanol, o clorofórmio, a acetona e outras. 
Os constituintes dos cormos da BA [Bouic et al., 1996, Nair et al., 2007b; Ojewole et 
al., 2009b] com relevância na terapêutica são: 
 
1. Norlignano: hipoxósido  
2. Esteróis: β-sitoesterol, estigmasterol 
3. Estanol: estigmastanol 
4. Esterolina: glucósido de β-sitoesterol 
 
As formulações disponíveis no mercado contendo BA não mencionam, na sua 
grande maioria, se estão baseadas na planta seca pulverizada ou em extractos. Nos 
casos em que é referida a utilização de extractos, não é dada informação relativa à sua 
natureza e obtenção. 
 
3.1.1 Métodos de extracção dos cormos da H. hemerocallidea 
Nas tabelas (Tabela 6 e Tabela 7) estão representados os métodos de extracção 
utilizados na preparação de extractos à base da H. hemerocallidea. 
 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
 
32 
Tabela 6. Métodos de extracção utilizados na obtenção de extractos a partir de material fresco 
Estado 
dos 
cormos 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Solvente Técnica T de 
extracção 
Duração 
da 
extracção 
Nº de 
etapas 
Secagem 
do solvente 
Razão 
extracto/ 
planta 
(% m/m) 
Teor em 
Hipoxósido 
(% m/m) 
Referências 
Divididos 2:25 Água 
Cozimento 
(método 
tradicional) 
100ºC 
(ebulição) 20 min 1 _ _ _ 
Pujol, 1990; Nair e 
Kanfer, 2006; Owira e 
Ojewole, 2009 
Triturados 1:2,5 Água 
Maceração 
c/agitação 
ocasional 
Ambiente 48 h 2 
Pressão 
reduzida a 
60ºC/ 
liofilização 
7,8% da 
massa da 
planta 
fresca 
_ 
Ojewole et al., 2009b; 
Nyinawumuntu et al., 
2008 
Divididos 10:1,5 Água Maceração/ 
centrifugação 5ºC _ _ Atomização 9 % 30% 
Drewes e Liebenberg, 
1987a 
Triturados 1:2,5 Etanol Maceração Ambiente 48 h 1 
Pressão 
reduzida/ 
liofilização 
7,29% _ Drewes e Liebenberg, 1987a 
Triturados 1:1 Clorofórmio 
Vórtex; 
repouso; 
centrifugação 
Ambiente 5 min; 15 
min; 5 min 2 Vácuo _ _ Boukes et al., 2008 
Triturados 1:2,5 Metanol Soxhlet com 
agitação Ambiente 24 h 2 
Pressão 
reduzida a 
30±1ºC/ 
liofilização 
7,46% _ Zibula e Ojewole, 2000 
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Tabela 7. Métodos de extracção utilizados na obtenção de extractos a partir de material seco 
Secagem do 
cormo 
Estado 
do 
cormo 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Solvente Técnica T de 
extracção 
Duração 
da 
extracção 
Nº. de 
etapas 
Secagem 
do 
solvente 
Razão 
extracto
/planta 
(% m/m) 
Teor em 
Hipoxósido 
(% m/m) 
Referências 
Ar dividido 1:6,8 Água Infusão/ Cozimento 
Água a 
100 ºC 1 h 1 Atomização 18,64% 20% 
Drewes e 
Liebenberg, 1987a 
(Patente US 
4,652,636) 
Estufa  
90 ºC; 4,5 h 
pó 200 
mesh 1:5 Metanol 
Maceração
com 
agitação 
Ambiente 30 min 1 Evaporação 
sob vácuo 25% 50-55% 
Allison et al., 1996 
(Patente US 
5,569649) 
Cormos em 
fatias (azoto 
líquido/ 
liofilização)* 
pó fino 1:6 
Água:Metanol
/ 
Água:Etanol 
(1:2) 
Maceração 
com 
agitação 
Ambiente 30 min 1 
Evaporação 
sob vácuo a 
70-85 ºC 
9-12% 49-56% 
Drewes e 
Liebenberg, 1987a 
(Patente US 
4,652,636) 
22,6 g 
cormos 
frescos 
triturados 
secos em 
estufa a 50ºC 
triturado 22,6:400** 
Acetona 
e 
Etanol 
Maceração 
Extracção 
com 
acetona 
(3x) 
seguido de 
etanol (3x) 
Ambiente _ 3 _ _ _ Katerere e Eloff, 2008 
*Hypoxis acuminata 
** Não há informação do peso dos cormos secos usados 
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Os valores descritos na Tabela 6 e na Tabela 7 indicam que os métodos propostos 
por Allison et al. (1996) e por Drewes e Liebenberg (1987b) são os que permitem obter 
extractos mais concentrados, com teores em hipoxósido na ordem de 50-55% e 49-56%, 
respectivamente. No entanto, o rendimento (razão extracto obtido/planta usada) do 
segundo método em relação ao primeiro é de quase metade, isto é, 9-12% contra 25%. 
Apesar de o método proposto por Allison et al. (1996) proporcionar a obtenção de 
um extracto mais concentrado e em maior quantidade (maior rendimento), pelo facto de 
usar como solvente o metanol, e uma vez que se pretende incorporar o extracto em 
formas farmacêuticas para administração oral, pareceu-nos oportuno avaliar outros 
métodos de extracção e os parâmetros que podem influenciar a obtenção dos extractos 
mais concentrados em hipoxósido.  
Pegel e Liebenberg (1979) prepararam extractos dos cormos da BA usando etanol 
30-75% V/V. Estes extractos hidro-etanólicos, eram semelhantes aos preparados por 
Drewes e Liebenberg (1987b) (Tabela 7), mas aqueles autores apenas determinaram o 
teor em glucósido de β-sitosterol. Aliás, o seu objectivo era precisamente a preparação 
de extractos com elevadas concentrações de glucósido de β-sitosterol. O método descrito 
por Drewes e Liebenberg (1987b) usa a espécie H. acuminata, em lugar da H. 
hemerocallidea, pelo que estes solventes (misturas hidro-alcoólicas) devem ser utilizados 
na avaliação a que nos propusemos. 
O método de Allison et al (1996), que também proporciona teores elevados em 
hipoxósido nos extractos, usa metanol como solvente, pelo que deve ser incluído no 
nosso estudo. 
Nestas circunstâncias, parece-nos razoável fazer um estudo sistemático das 
metodologias a usar na preparação dos extractos, assim como a influência dos solventes 
na preparação de extractos optimizados com elevada qualidade para constituírem formas 
farmacêuticas sólidas destinadas a administração oral. Assim, foram incluídos como 
solventes a água, o metanol, o etanol, as misturas hidro-alcoólicas de metanol e etanol, e 
a acetona. 
 
3.1.2 Secagem dos cormos da H. hemerocallidea 
A secagem é uma etapa importante, quer para a conservação do fármaco vegetal, 
quer para a sua preparação como matéria-prima na obtenção de produtos farmacêuticos. 
Uma das razões que nos levou a secar os cormos da H. hemerocallidea tem a ver 
com a conservação, uma vez que é expectável que, com o tempo, possa ocorrer 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
35 
 
degradação dos constituintes activos da planta. Existem vários métodos descritos para a 
secagem de plantas, nomeadamente os seguintes: 
 
1. Secagem natural 
a) Secagem ao ar livre e ao sol 
b) Secagem ao ar livre e à sombra 
 
2. Secagem artificial 
2.1. Com aumento artificial da temperatura (eventual controlo da temperatura, da 
humidade ambiental e da duração do processo): 
a) Estufas convencionais 
b) Estufas com circulação forçada de ar 
c) Estufas de vazio (podendo ser utilizada a temperatura ambiente) 
d) Estufas com radiações infravermelhas 
2.2. Por liofilização 
 
 
 
Estão descritos os seguintes métodos de secagem dos cormos da BA, os quais são 
previamente cortados sob a forma de cubos de aproximadamente 0,5 cm3 [Nair e Kanfer, 
2006; Nair et al., 2007b; Nair et al., 2007a]: 
 
1. Congelação em azoto líquido e subsequente liofilização durante 12 horas; 
2. Secagem ao abrigo do sol durante 28 dias, à temperatura compreendida entre 
20 e 25ºC; 
3. Secagem ao sol durante 21 dias, à temperatura compreendida entre 30 e 35ºC; 
4. Desidratação assistida em micro-ondas (750 W) durante 4 minutos. 
 
Nair e Kanfer (2006) avaliaram a concentração de hipoxósido nos cormos sujeitos a 
secagem pelos métodos acima referidos, tendo verificado que a secagem por liofilização 
proporciona uma concentração superior (10,18% m/m), seguindo-se a desidratação 
assistida em microondas (5,85% m/m), a secagem ao abrigo do sol (2,79% m/m) e a 
secagem ao sol (1,29% m/m). Segundo Drewes et al. (1984), os cormos maduros frescos 
têm um teor em hipoxósido, o composto activo maioritário, entre 3,5-4,5%. Assumindo 
que a humidade dos cormos é de cerca de 60% [Nair e Kanfer, 2006], podemos verificar 
que o teor obtido por Drewes et al. (1984) é muito próximo do obtido por Nair e Kanfer 
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(2006) para a amostra liofilizada. Assim, podemos concluir que o procedimento adoptado 
na secagem e na preparação de extractos influencia o teor em hipoxósido. Além disso, a 
secagem por liofilização permite conservar a concentração do hipoxósido nos cormos. 
Também está descrita a secagem de cormos da BA, previamente divididos, em 
estufa a 50º C [Katerere e Eloff, 2008] ou a 90º C [Allison et al., 1996]. Além disso, está 
descrito um método em que o cormo é cortado em tiras e seco, quer ao sol, quer por 
liofilização [http://www.ics.trieste.it/media/135885/df3540.pdf] 
 
3.1.3 Caracterização do material vegetal versus extractos 
O material vegetal (fármaco vegetal) ou suas preparações (ex: extractos) usados na 
preparação de medicamentos ou outros produtos farmacêuticos devem ter a menor 
variabilidade, particularmente em relação aos constituintes activos, para além de um 
conjunto de características que confiram a qualidade desejada para o uso a que se 
destinam. É essencial que seja escolhida uma variedade química com a composição em 
constituintes mais apropriada, devendo ser estabelecidos protocolos bem definidos sobre 
as condições de cultivo, colheita, secagem e conservação das plantas [Proença da 
Cunha, 2005]. 
As monografias inscritas nas farmacopeias e as normas orientadoras elaboradas 
pela EMEA apresentam especificações aplicáveis ao fármaco vegetal e às preparações 
vegetais (extractos) [Proença da Cunha, 2005; EMEA, 2006]: 
 
1. Fármaco vegetal (herbal substances) 
a) Definição: avaliação qualitativa da fonte biológica, parte da planta usada e 
seu estado (ex: inteira, reduzida, pulverizada, fresca, seca). Também é 
importante conhecer a(s) fonte(s) geográfica(s) e as condições sob as quais 
foram obtidas. 
b) Caracterização: características organolépticas, macroscópicas e 
microscópicas. 
c) Identificação: possibilidade de discriminação entre espécies relacionadas 
e/ou potencial(is) adulterante(s)/substituto(s), que pode(m) estar presente(s). 
Inclui a avaliação das características macroscópicas e microscópicas, 
cromatografia e reacções químicas. 
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d) Ensaio: elementos estranhos, cinzas totais, cinzas insolúveis no ácido 
clorídrico, matéria extraível, tamanho da partícula, teor em água, 
contaminantes (impurezas inorgânicas, metais pesados, contaminação 
microbiológica, micotoxinas, pesticidas)  
e) Doseamento: constituintes activos ou marcadores analíticos, por métodos 
químicos ou cromatográficos apropriados. 
 
 
2. Extractos secos (herbal peparations) 
a) Definição: avaliação da fonte botânica e o tipo de preparação (ex: extracto 
seco). 
b) Caracterização: avaliação qualitativa de características organolépticas 
quando específicas. 
c) Identificação: específica para a preparação, possibilidade de discriminação 
entre espécies relacionadas e/ou potencial(is) adulterante(s)/substituto(s), 
que pode(m) estar presente(s). Uso combinado de métodos (ex: HPLC/UV-
DAD; HPLC/MS; GC/MS). 
d) Ensaio: teor em água, impurezas (solventes residuais, impurezas 
inorgânicas, metais tóxicos, contaminação microbiológicas, micotoxinas, 
pesticidas, etc) 
e) Doseamento: dos constituintes activos ou marcadores analíticos, por 
métodos químicos ou cromatográficos apropriados. 
3.1.4 Objectivos  
1. Comparar dois métodos de secagem dos cormos da H. hemerocallidea: 
secagem em estufa de vazio e secagem por liofilização. 
2. Avaliar os factores que influenciam a obtenção de extractos mais concentrados 
em hipoxósido. 
3. Optimizar o método de extracção. 
4. Caracterizar os extractos obtidos a partir dos cormos da H. hemerocallidea de 
diferentes proveniências. 
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3.2 Parte Experimental 
3.2.1 Colheita das plantas 
Os cormos foram colhidos frescos, durante o mês de Agosto de 2008, em diferentes 
regiões de Moçambique: Macuiane (Macia – Gaza), Matianine (Namaacha – Maputo 
Província), no IIAM (Instituto de Investigação Agrária de Moçambique – Maputo Cidade). 
No mesmo período, foram também adquiridos cormos em Macuiane, que se encontravam 
à venda na estrada. Na Figura 14 apresenta-se a localização dos pontos de colheita. 
Depois de colhidos, os cormos foram transportados para Portugal, onde foram 
conservados durante cerca de dois meses à temperatura ambiente. 
Os cormos gentilmente cedidos pela Professora Doutora Elsa Gomes (da 
Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa), foram colhidos em Portugal no mês 
de Fevereiro de 2009, sendo provenientes de Moçambique e tendo ocorrido a sua 
propagação em Portugal em vasos.  
 
 
 
Macuiane (Macia) 
Matianine
(Namaacha)
IIAM (Maputo cidade) 
 
Figura 14. Localização geográfica dos pontos de colheita das plantas. 
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As características das amostras estudadas estão descritas na Tabela 8. 
 
 
Tabela 8. Características das amostras utilizadas 
Amostra 
Peso 
aproximado dos 
cormos (g) 
Código Método de Secagem Origem da amostra 
Amostra I <100 A7 Estufa de 
vazio 
Colhida na Macia Amostra I <100 A8 Liofilizador 
Amostra I 100-200 A23 Liofilizador 
Amostra I 200-300 A25 Liofilizador 
Amostra II <200 A4 Estufa de 
vazio 
Comprada na Macia 
Amostra II <200 A5 Liofilizador 
Amostra II 100-200 A43 Liofilizador 
Amostra II 200-300 A39 Liofilizador 
Amostra II 300-400 A38 Liofilizador 
Amostra II >500 A33 Liofilizador 
Amostra III <100 A9 Estufa de 
vazio 
Colhida em Namaacha Amostra III <100 A10 Liofilizador 
Amostra III 90-120 A30 Liofilizador 
Amostra IV 20-30 A45 Liofilizador IIAM 
(Dr. Sofrimento) 
Amostra IV <50 A24 Liofilizador 
Amostra V <10 A48 Liofilizador Lisboa 
(Profª. Doutora Elsa Gomes) Amostra V 10-20 A46 Liofilizador 
 
3.2.2 Materiais  
As amostras avaliadas são de várias proveniências: 
 Cormos de H. hemerocallidea colhidos em Macuiane, no distrito da Macia, 
Província de Gaza (Amostra I); 
 Cormos de H. hemerocallidea comprados na Macia (Amostra II); 
 Cormos de H. hemerocallidea colhidos em Matianine, no distrito de 
Namaacha, Província de Maputo (Amostra III); 
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 Cormos de H. hemerocallidea gentilmente oferecidas pelo Dr. Sofrimento do 
IIAM. A propagação das plantas efectuou-se por cultura de tecido e plantação 
em vaso no IIAM (Amostra IV); 
 Cormos de H. hemerocallidea gentilmente oferecidos pela Professora Doutora 
Elsa Teixeira Gomes. Plantas provenientes de Moçambique cuja propagação 
foi espontânea, por semente, em vaso de ornamentação em Lisboa (Amostra 
V). 
Foram depositados exemplares das amostras I e III no herbário da Faculdade de 
Biologia da Universidade Eduardo Mondlane. 
 
Os reagentes (grau analítico) utilizados na preparação dos extractos foram: metanol 
Fluka (lote: 80370) e acetona Fluka (lote 51590) obtidos na Sigma (Sigma-Aldrich 
Chemie, Buchs, Suíça); etanol absoluto 99,5% (lote 0000090855) obtido na Panreac 
(Panreac Quimica SAU, Barcelona, Espanha) e etanol a 96% V/V. obtido na AGA (álcool 
e géneros alimentares S.A, Loures, Portugal). 
Os reagentes (grau HPLC) utilizados no doseamento dos extractos e da planta 
pulverizada foram: acetonitrilo (lote: 0932697) obtido na Fisher Scientific UK Limited 
(Fisher Scientific, Leicestershire, UK); metanol (lote: V8E757268E) obtido na CARLO 
ERBA Reagents (Espanha) e água purificada num sistema Millipore Simplicity® UV 
(Millipore SAS 67120 Molsheim, França).  
Utilizou-se como padrão o hipoxósido isolado no nosso laboratório com uma pureza 
de 98,6% (m/m) (tal como descrito no Capítulo II). 
3.2.3 Métodos 
Neste trabalho, definiu-se como “fármaco vegetal” a parte interna do cormo, 
rejeitando-se, portanto, a casca. Optou-se por esta metodologia, porque suspeita-se que 
a maior parte dos constituintes activos da H. hemerocallidea estejam mais concentradas 
no interior do cormo [Vinesi et al., 1990 fazem referência a esta diferença de 
concentrações entre o interior e a casca no caso da H. obtusa]. Para além disso, a 
preparação da amostra seria mais homogénea. 
Antes de se estudar as metodologias de preparação dos extractos, foi estudada a 
secagem dos cormos. Foram avaliados dois métodos de secagem dos cormos da BA, a 
liofilização e a secagem em estufa de vazio. A comparação dos métodos foi feita 
utilizando três amostras de diferente origem divididas em dois lotes cada, um para o 
liofilizador e outro para a estufa de vazio. As amostras I (A7 e A8), II (A4 e A5) e III (A9 e 
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A10) foram utilizadas na comparação dos dois métodos de secagem. A amostra II (A39) 
foi utilizada para a avaliação dos factores que influenciam na preparação dos extractos. 
Contudo, depois de se estabelecer as condições de extracção, foram preparados 
extractos com as restantes amostras. 
A Figura 15 apresenta o fluxograma do trabalho realizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Fluxograma da secagem, optimização do método de extracção, 
preparação e caracterização do extracto. 
Teor em hipoxósido 
Rendimento de extracção 
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(≠ granulometria) 
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Estufa de vazio 
Liofilizador 
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3.2.3.1 Secagem 
Protocolo experimental 
Os cormos foram previamente lavados com água corrente, secos com papel 
absorvente, descascados e divididos em cubos de aproximadamente 0,5 cm3 (Figura 16). 
 
 
Figura 16. Cormos de H. hemerocallidea divididos. 
 
 
No caso da liofilização, os pedaços foram pesados, congelados a -20 ºC por um 
período de pelo menos 12 horas e finalmente liofilizados (Heto Lyolab 3000 - Heto-Holten 
A/S, Allerød, Alemanha ou CHRIST ® LOC-1m Alpha 1-4 - CHRIST, Alemanha, conforme 
o caso) (Figura 17) por um período superior a 24 horas. 
 
 
 
Figura 17. Liofilização dos cormos divididos da H. hemerocallidea. 
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No caso da secagem por vazio, os pedaços foram pesados e colocados na estufa 
de vazio (Figura 18) até peso constante. 
Determinou-se a perda de água durante o processo, a humidade residual e o teor 
em hipoxósido. 
 
 
 
Figura 18. Secagem em estufa de vazio dos cormos da H. hemerocallidea. 
 
 
3.2.3.2 Caracterização dos cormos secos 
3.2.3.2.1 Determinação da humidade dos cormos secos 
A determinação da humidade do fármaco vegetal é indispensável uma vez que 
quantidades excessivas de água podem comprometer a sua qualidade, podendo facilitar 
o crescimento de microrganismos (bactérias e fungos) e promover a degradação das 
substâncias activas (hidrólises). 
É habitual que a secagem seja conduzida de modo a que o material vegetal (no 
geral) fique com uma quantidade de água de cerca de 5 %, sendo o limite descrito nas 
farmacopeias normalmente de 10% [Proença da Cunha et al., 2005]. 
A determinação da humidade dos fármacos vegetais pelo método gravimétrico ou 
perda por secagem é o adoptado pelas farmacopeias (Farmacopeia Europeia, 
Farmacopeia Portuguesa, Farmacopeia dos EUA e a Farmacopeia Britânica), mas que se 
utiliza uma estufa. A determinação da humidade foi efectuada com uma balança de 
humidade [AND Infrared Moisture Determination Balance AD-4713; (A&D Company, 
limited, Japão)] que, embora não seja metodologia inscrita na Farmacopeia Portuguesa, é 
muito utilizada na indústria farmacêutica. É um método simples e rápido. 
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Protocolo experimental 
Pesou-se cerca de 1 g do material vegetal seco por um dos métodos estudados, 
previamente pulverizado (125 µm), directamente no aparelho e procedeu-se ao teste a 
105ºC durante 30 minutos. O ensaio foi efectuado em duplicado. 
3.2.3.2.2 Doseamento do hipoxósido nos cormos secos por HPLC 
O método usado para o doseamento baseia-se no descrito por Nair e Kanfer 
(2006). As condições cromatográficas, assim como os aspectos inerentes à sua 
validação, serão discutidos mais adiante neste capítulo. 
 
Protocolo experimental 
Pesou-se, exactamente, 25 mg de cada amostra previamente pulverizada e 
tamisada por um tamis de 125 µm (Retsch GmbH & Co, Alemanha) para um balão 
volumétrico de 10 ml. Adicionou-se metanol, agitou-se durante 1 minuto num vórtex 
(Heidolph Reax 2000; Alemanha) e levou-se ao ultra-sons (Bandelin Sonorex RK 100H; 
Bandelin Electronic, Alemanha) durante 20 minutos. Após o arrefecimento (5 minutos), 
completou-se o volume e agitou-se. Tomou-se 1 ml para um balão volumétrico de 10 ml e 
completou-se o volume com metanol. Agitou-se a preparação no vórtex durante 1 minuto 
antes de filtrar através de um filtro seringa de PTFE (0,2 µm) e injectar 10 µl no 
cromatógrafo (condições cromatograficas descritas na Tabela 16). 
 
3.2.3.3 Preparação e caracterização de extractos secos da H. hemerocallidea (cormo) 
com potencial uso na preparação de formas farmacêuticas 
Pretende-se obter um extracto concentrado em hipoxósido e com um elevado 
rendimento, isto é, obter maior quantidade de extracto e com maior teor em hipoxósido. 
O método de extracção escolhido foi a maceração com agitação, pelo facto de ser 
simples e não necessitar de equipamento mais elaborado. Além disso, a maior parte dos 
métodos descritos nas tabelas (Tabela 6 e Tabela 7) eram similares ao proposto. 
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3.2.3.3.1 Preparação das amostras 
Obtenção do pó 
A granulometria do material vegetal usado na preparação dos extractos pode 
influenciar o rendimento da extracção. Tendo em consideração este aspecto, 
prepararam-se pós com diversa granulometria. 
 
Protocolo experimental 
Pesou-se uma determinada quantidade de fármaco vegetal seco e triturou-se num 
moinho de lâminas de uso doméstico por períodos inferiores a 30 segundos. Passou-se o 
pó num conjunto de tamises (63, 75, 90, 125, 180, 355 e 500 µm) fixados num vibrador 
de tamises [Retsch AS 200 digit, (Retsch GmbH & Co, Alemanha)] durante 2 minutos e 
na posição 2, de modo a obter pós com as seguintes granulometrias: <63, 75/63, 90/75, 
180/125, 355/180, 500/355 µm. As fracções foram colocadas em frascos de vidro âmbar 
e conservadas em local seco e fresco à temperatura ambiente (20-25ºC). 
 
3.2.3.3.2 Optimização do processo extractivo 
Para a escolha do método de extracção foram avaliados os seguintes factores: 
 
1. solvente; 
2. tenuidade; 
3. temperatura; 
4. quantidade de água nas misturas hidro-alcoólicas; 
5. duração da extracção  
6. número de etapas extractivas 
7. razão planta/solvente. 
 
Estes factores foram avaliados em função do rendimento do processo (razão 
extracto/planta), do teor em hipoxósido no extracto e da massa de hipoxósido extraída. 
 
3.2.3.3.2.1 Solvente  
O solvente é um dos factores importantíssimos na preparação dos extractos, quer 
pelas características referentes ao solvente, quer pela quantidade e qualidade do extracto 
que se obtém. 
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Optou-se por avaliar alguns dos solventes comummente descritos na literatura. No 
entanto, na eleição do solvente, para além da quantidade de extracto obtido e do teor em 
hipoxósido desses extractos, foram avaliados os seguintes aspectos: 
 
1. Ser seguro e/ou não agressivo para o ambiente 
2. Ser económico 
3. Facilitar o processo de extracção, tornando-o menos moroso. 
 
 
Protocolo experimental 
Pesou-se, numa balança analítica (Mettler Toledo AG245), cerca de 1 g de pó da H. 
hemerocallidea (180/125 ou 75/63, conforme o caso). Colocou-se esta quantidade num 
matraz rolhado de 25 ml e adicionou-se 10 ml do solvente [metanol, etanol absoluto, 
etanol a 96%, mistura hidro-alcoólica: água-etanol 96% (1:2) e água-metanol (1:2)] ou 5 
ml de metanol para o caso em que se utilizou pó 75/63. Submeteu-se a agitação 
magnética de 400 rpm [Heidolph MR Hei – Tec (Heldolph Instruments, Alemanha)] 
durante 15 minutos para o primeiro caso e durante 30 minutos para o segundo caso, à 
temperatura ambiente (20-25ºC). Extraiu-se por duas vezes com o mesmo solvente e na 
mesma quantidade para o primeiro caso. Filtrou-se cada extracto através de um filtro de 
polietileno (Isolute® SPE Accessories; Polyethylene Frits 10 µm 25 ml; Symta, Madrid) de 
10µm inserido num sistema de filtração da marca Supelco acoplado a uma bomba de 
vácuo Büchi Vac® V-500 (Büchi Labortechnik AG, Suíça) e reuniu-se os filtrados num 
balão de fundo redondo. Adicionou-se cerca de 10 ml de água purificada em cada balão e 
concentrou-se as soluções extractivas num evaporador rotativo (Büchi Rotavapor RE 111 
– Büchi 461 water bath), a temperatura ambiente, até cerca de 5 ml. Congelou-se a -20 
ºC e liofilizou-se [Telstar cryodos Modelo Cryodos 90 (Josep Tapiolas 120, Terrassa, 
Espanha)] durante 48 horas. Pesou-se os extractos obtidos e conservou-se em frascos 
de vidro âmbar ao abrigo da luz e humidade, a -20 ºC, até à sua utilização. Avaliou-se a 
massa e a concentração do hipoxósido em cada extracto obtido. A Tabela 9 apresenta 
um resumo das condições de extracção utilizadas na avaliação deste parâmetro. 
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Tabela 9. Avaliação preliminar e escolha do solvente 
Método Solvente Tenuidade (µm) 
Nº de etapas 
extractivas 
Razão planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
S1 Metanol 180/125 2 1:10 15 
S2 Água/metanol 96% (1:2) 180/125 2 1:10 15 
S3 Água/etanol 96% (1:2) 180/125 2 1:10 15 
S4 Etanol 96% 180/125 2 1:10 15 
S5 Etanol absoluto 180/125 2 1:10 15 
S6a Metanol 
75/63 
(75µm=200 
mesh) 
1 1:5 30 
S7 Acetona 180/125 2 1:10 15 
EBA 
Trad.* Água 75/63 1 1:30 20 
*Cozimento, 100ºC. Com este extracto pretende-se mimetizar o obtido tradicionalmente, que difere no facto 
de partir de um fármaco vegetal seco. 
aMétodo descrito (Tabela 7) que conduz à obtenção de extractos com elevado teor em hipoxósido. 
 
 
 
3.2.3.3.2.2 Tenuidade 
A tenuidade é um parâmetro relacionado com a exposição do material a extrair ao 
solvente usado. Regra geral, quanto mais ténue for o material, maior será a sua área de 
exposição e maior será a capacidade de extrair os constituintes solúveis nesse solvente. 
No entanto, deve haver sempre um compromisso, pois pós mais finos podem dificultar o 
processo de extracção. 
 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.2.3.3.2.1, 
observando as condições inscritas na Tabela 10. 
 
 
Tabela 10. Avaliação do efeito da tenuidade na eficiência do processo de extracção 
Ensaio Solvente Tenuidade (µm) 
Nº de etapas 
extractivas 
Razão 
planta/solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
S4 Etanol 96% 180/125 2 1:10 15 
G1 Etanol 96% 75/63 2 1:10 15 
G2 Etanol 96% 500/355 2 1:10 15 
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3.2.3.3.2.3 Temperatura 
A temperatura é um parâmetro que deve ser controlado na preparação de extractos 
para se obter um rendimento máximo. Por um lado, o aumento desta favorece a 
extracção de certas substâncias, uma vez que aumenta a sua solubilidade num 
determinado solvente, e por outro, pode levar à degradação das mesmas. Deve evitar-se 
o uso de calor para as substâncias termolábeis. 
 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.2.3.3.2.1, 
observando as condições inscritas na Tabela 11. 
 
Tabela 11. Avaliação do efeito da temperatura na eficiência do processo de extracção 
Ensaio Solvente Temperatura (ºC) 
Tenuidade 
(µm) 
Nº de 
etapas 
extractivas 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração 
de cada 
etapa 
(min) 
S4 Etanol 96% 20-25 180/125 2 1:10 15 
ET3 Etanol 96% 90 180/125 2 1:10 15 
 
3.2.3.3.2.4 Percentagem de água na mistura hidro-alcoólica 
A água, apesar de ser um bom solvente para a maioria dos constituintes das 
plantas, é pouco selectiva e muitas das vezes não confere estabilidade às substâncias 
extraídas. A utilização de misturas hidro-alcoólicas melhora o poder selectivo. 
 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.2.3.3.2.1, 
observando as condições inscritas na Tabela 12. 
 
Tabela 12. Avaliação do efeito da percentagem de água na mistura hidro-alcoólica 
Ensaio Solvente 
 
Percentagem 
de água 
(% V/V) 
Tenuidade  
(µm) 
Nº de 
etapas 
extractivas 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
S4 Etanol 96% 4 180/125 2 1:10 15 
S5 Etanol 
absoluto 0,5 
180/125 2 1:10 15 
S3 Água/etanol 
96% (1:2) 
36 180/125 2 1:10 15 
ET2 Etanol 30 % (V/V) 70 180/125 2 1:10 15 
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3.2.3.3.2.5 Duração da etapa extractiva 
 
A duração da etapa extractiva relaciona-se com o tempo de contacto entre o 
solvente e a droga vegetal a extrair. É influenciada, quer pela natureza da droga (dureza, 
tenuidade), quer pela natureza das substâncias activas ou do solvente usado. 
 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.2.3.3.2.1, 
observando as condições inscritas na Tabela 13. 
 
 
Tabela 13. Avaliação do efeito da duração da etapa extractiva 
Ensaio Solvente Tenuidade (µm) 
Nº de etapas 
extractivas 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
ET4 Etanol 96% 180/125 1 1:10 15 
ET5 Etanol 96% 180/125 1 1:10 30 
 
 
3.2.3.3.2.6 Número de etapas extractivas 
A extracção por etapas extractivas e com renovação do solvente pode ajudar a 
esgotar os constituintes da planta nele solúveis. No entanto, pode não ser vantajoso para 
determinados extractos, uma vez que pode aumentar a extracção de substâncias sem 
valor terapêutico. 
 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento anterior, observando as condições 
inscritas na Tabela 14. 
 
 
Tabela 14 Avaliação do efeito do número de etapas extractivas 
Ensaio Solvente Tenuidade (µm) 
Nº de etapas 
extractivas 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
S4 Etanol 96% 180/125 2 1:10 15 
ET1 Etanol 96% 180/125 4 1:10 15 
ET4 Etanol 96% 180/125 1 1:10 15 
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3.2.3.3.2.7 Razão planta/solvente 
Protocolo experimental 
Efectuou-se de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.2.3.3.2.1, 
observando as condições inscritas na Tabela 15. 
 
 
Tabela 15. Avaliação do efeito da razão planta/solvente 
Ensaio Solvente Tenuidade (µm) 
Nº de etapas 
extractivas 
Razão 
planta/ 
solvente 
(m/V) 
Duração de 
cada etapa 
(min) 
S4 Etanol 96% 180/125 2 1:10 15 
ER Etanol 96% 180/125 2 1:5 15 
 
 
3.2.3.4 Análise dos resultados 
Os ensaios foram efectuados, na maior parte, em duplicado (n=2) e os resultados 
expressos pela média ± desvio padrão. Os resultados foram comparados por análise da 
variância unifactorial, bilateral (α=0,05) (ANOVA) usando o software SPSS 17 (SPSS Inc, 
Chicago, EUA). No caso em que as diferenças foram significativas, utilizou-se o teste de 
comparação múltipla à posterior Tukey HSD. 
 
3.2.3.4.1 Caracterização dos extractos 
A caracterização dos extractos foi efectuada avaliando a aparência, a humidade e o 
teor em hipoxósido. A determinação da humidade justifica-se para garantir a estabilidade 
e o teor em hipoxósido por ser o objectivo da preparação dos extractos, pois pretende-se 
obter extractos concentrados em hipoxósido. 
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3.2.3.4.1.1 Determinação da humidade dos extractos  
A determinação da humidade dos extractos foi efectuada pelo método gravimétrico. 
3.2.3.4.1.1.1 Método gravimétrico 
O método gravimétrico ou de perda por secagem consiste em aquecer a amostra 
numa estufa (100-105ºC) até peso constante. 
A humidade dos cormos da H. hemerocallidea secos foi calculada a partir de 2 
réplicas de 0,050 g do extracto. 
 
Protocolo experimental 
Pesou-se cerca de 0,050 g do extracto liofilizado e levou-se a estufa a 100-105ºC, 
durante 3 horas. Efectuou-se o arrefecimento num exsicador contendo gel de sílica e 
pesou-se. Calculou-se a perda de água em percentagem m/m. O ensaio foi efectuado em 
duplicado. 
 
3.2.3.4.1.2 Doseamento do hipoxósido nos extractos obtidos por HPLC 
Como tivemos oportunidade de referir no capítulo II, o método de doseamento de 
hipoxósido baseou-se no descrito por Nair e Kanfer (2006). Dadas as condições 
laboratoriais diferentes, avaliou-se alguns parâmetros inerentes à validação de modo a 
efectuar o doseamento por HPLC. As condições cromatográficas utilizadas estão 
descritas na Tabela 16. 
 
Tabela 16. Condições cromatográficas 
Aparelho: Sistema HPLC (modelo HP 1100, Hewlett Packard série 1100, 
Waldbronn, Alemanha) constituído por um desgaseificador, detector 
UV/Vis de comprimento de onda variável, uma bomba quaternária e 
equipada com um injector automático (Agilent série 1100, Waldbronn, 
Alemanha) 
Coluna: C18 RP (5 µm, 150 x 4,6 mm d.i.)  
[Mediterranea SEA 18, 5 µm, 150 x 4,6 mm d.i., Teknokroma S. 
Coop. C. Ltda, Barcelona, Espanha]. 
Pré-Coluna: ULTRAGUARDTM SEA18, 10 x 3,2 mm d.i., Teknokroma S. Coop. C. 
Ltda, Barcelona, Espanha) 
Fase móvel: Acetonitrilo-água (20:80, V/V) 
Fluxo: 1 ml/min 
Volume de injecção: 10 µl 
Tempo de corrida: 20 minutos 
Detecção (λ): 260 nm 
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3.2.3.4.2 Validação do método de doseamento do hipoxósido 
Pretende-se avaliar alguns parâmetros de modo a garantir que o método usado é 
adequado para o que nos propusemos determinar. Não foi objectivo fazer uma validação 
completa do método. 
Para o efeito, foram avaliados os seguintes parâmetros analíticos: 
3.2.3.4.2.1 Linearidade 
A linearidade é a capacidade que um método tem de fornecer resultados 
directamente relacionados, proporcionais à concentração do analito na amostra, numa 
determinada gama de concentrações [ICH, 2005]. 
Para o estabelecimento da linearidade, as directrizes da ICH (International 
Conference on Harmonization) recomendam, pelo menos, 5 concentrações. 
A linearidade pode ser avaliada determinando o coeficiente de correlação (R). 
Valores superiores a 0,999 indicam que há evidências de um ajuste ideal dos dados para 
a linha de regressão. Também são aceites valores iguais a 0,99 pela Anvisa [Ribani et al., 
2004]. 
 
Protocolo experimental 
Foram preparadas duas soluções-mãe de hipoxósido, numa concentração de 200 
µg/ml em metanol. A linearidade foi avaliada pela análise de sete soluções padrão (para 
cada solução-mãe), preparadas por diluição obtendo-se concentrações de 12, 24, 36, 48, 
60, 72 e 90 µg de hipoxósido/ml. 
O ensaio foi efectuado em triplicado e foram usados os valores médios obtidos para 
cada concentração na construção da curva de calibração. 
 
3.2.3.4.2.2 Precisão (Repetibilidade e precisão intermédia) 
A precisão exprime a concordância entre uma série de medidas obtidas de tomas 
múltiplas de uma mesma amostra homogénea, em condições estabelecidas [ICH, 2005]. 
Pode ser considerada a três níveis: repetibilidade, precisão intermédia e 
reprodutibilidade. Trataremos dos dois primeiros. 
A repetibilidade (precisão intra-ensaio; ensaio intra-dia) representa a precisão de 
um método nas mesmas condições de medição, mesmo operador, mesmo instrumento 
usado sob as mesmas condições, mesmo local, num intervalo de tempo curto [ICH, 2005; 
Ribani et al., 2004]. 
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A precisão intermédia (ensaio inter-dia) indica o efeito das variações, no mesmo 
laboratório, resultantes da realização em dias diferentes, ou por diferentes analistas, ou 
com diferentes equipamentos, ou na combinação destes factores [Ribani et al., 2004; 
ICH, 2005] 
A precisão pode exprimir-se pelo coeficiente de variação, que não deve exceder os 
2% [Ribani et al., 2004]. 
 
Protocolo experimental 
Determinou-se a repetibilidade pela análise das áreas cromatográficas obtidas no 
mesmo dia, por seis injecções de duas soluções padrão de 60 µg/ml obtidas a partir das 
duas soluções-mãe. 
A precisão intermédia foi avaliada a partir das áreas obtidas pela injecção de três 
padrões (48, 60 e 72 µg/ml) em três dias diferentes. O ensaio foi efectuado em triplicado. 
 
3.2.3.4.2.3 Exactidão 
A exactidão representa o grau de concordância entre o valor de referência aceite 
como verdadeiro e os resultados obtidos. 
 
 
Protocolo experimental 
A exactidão foi avaliada pela injecção de três padrões (48, 60 e 72 µg/ml) em dois 
dias diferentes. O ensaio foi efectuado em triplicado. 
 
3.2.3.4.3 Avaliação da reprodutibilidade do processo de extracção 
Pretende-se que o processo permita obter extractos com qualidade semelhante. 
Para o efeito, foram preparados vários extractos no mesmo dia (avaliou-se a 
repetibilidade do processo) e em dias diferentes (avaliou-se a “reprodutibilidade do 
processo”). 
Nos extractos obtidos, foram determinados o rendimento do processo e o teor de 
hipoxósido. 
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3.3 Resultados e discussão 
3.3.1 Secagem 
3.3.1.1 Comparação dos métodos de secagem 
A Tabela 17 apresenta os resultados da humidade e do teor em hipoxósido do 
material vegetal seco. Estes parâmetros não diferem muito, apesar de se notar um ligeiro 
aumento do teor em hipoxósido e uma diminuição da humidade nos cormos liofilizados. 
Estes resultados sugerem que a secagem em estufa de vazio pode ser um método 
adequado e alternativo à liofilização na secagem dos cormos da BA. 
 
 
Tabela 17. Comparação da secagem em liofilizador e em estufa de vazio 
Amostra 
Perda de água nos 
cromos (% m/m) 
Humidade do material seco 
(% m/m) Média ± DP 
[hipoxósido] 
(% m/m) Média ± DP 
Estufa 
de 
vazio Liofilizador 
Estufa de 
vazio Liofilizador 
Estufa de 
vazio Liofilizador 
Amostra II 68,95 68,00 8,57 ± 0,86 7,42 ± 0,07 13,59 ± 1,20 16,18 ± 0,56 
Amostra I 53,22 55,38 7,07 ± 0,30 6,93 ± 0,42 17,65 ± 0,96 18,56 ± 0,24 
Amostra III 42,74 44,90 8,83 ± 0,07 7,81 ± 0,41 21,05 ± 0,67 21,77 ± 0,62 
 
 
A quantidade de água perdida durante o processo de secagem está apresentada na 
Tabela 18. 
Estes valores não se referem à humidade dos cormos, uma vez que ainda existe 
uma determinada quantidade de água residual, mas, à semelhança da Tabela 17, 
permite-nos sugerir que os dois processos retiraram quantidade aproximada de água nos 
cormos da BA. 
Apesar destes valores não se referirem à humidade dos cormos, podem dar uma 
ideia da sua humidade e, tendo em conta a origem das amostras, podemos fazer a 
seguinte apreciação: a amostra I (A7, A8, A23 e A25) apresenta um valor na ordem dos 
50 a 60%, a amostra II (A4, A5, A33, A38, A39, A43) um valor compreendido entre 50 e 
70%, e no caso da amostra III (A9, A10, A30) os valores rondam os 35 a 45%. Em 
relação a amostra IV (A24 e A45) este valor supera os 70% e finalmente para a amostra 
V (A46 e A48) os valores estão compreendidos entre 65 e 70%. 
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Tabela 18. Perda de água a partir dos cormos da H. 
hemerocallidea durante o processo de secagem 
Origem das amostras Amostra* Perda de água (% m/m) 
Colhidas na Macia – Gaza 
(Amostra I) 
A7 53,22 
A8 55,38 
A23 58,57 
A25 58,88 
Compradas na Macia – Gaza 
(Amostra II) 
A4 68,95 
A5 68,00 
A43 61,67 
A39 56,04 
A38 58,47 
A33 63,53 
Colhidas na Namaacha-Maputo 
(Amostra III) 
A9 42,74 
A10 44,90 
A30 35,99 
Colhidas no IIAM – Maputo 
(Amostra IV) 
A45 73,98 
A24 76,18 
Colhidas em Lisboa - Portugal 
(Amostra V) 
A48 66,36 
A46 68,30 
*Cormos divididos em cubos. Todas as amostras foram secas por 
liofilização, à excepção de A7, A4 e A9, que foram secas numa estufa de 
vazio. 
 
 
Assumindo que a humidade residual será aproximada para todas as amostras, 
estes resultados sugerem que as amostras colhidas na região da Namaacha (amostra III) 
têm menor humidade que as colhidas noutros pontos. É provável que a amostra da 
região da Namaacha tenha menor teor em água pelo facto de se desenvolver num 
terreno montanhoso. 
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3.3.1.2 Características dos cormos secos 
3.3.1.2.1 Aparência dos cormos 
A aparência dos cormos secos difere tendo em conta o método de secagem usado. 
Os que foram secos na estufa de vazio apresentam-se mais irregulares quando 
comparados com os liofilizados – que se apresentam menos deformados. 
 
3.3.1.2.2 Determinação da humidade dos cormos secos da H. hemerocallidea 
Os resultados da determinação da humidade são apresentados na Tabela 19. 
Todas as amostras apresentam humidades inferiores a 10% (m/m) e duas amostras 
apresentaram valores inferiores 5% (m/m). 
 
Tabela 19. Teor em água nos cormos secos 
Origem das amostras Amostra* Teor em água (%)  Média ± DP (n=2) 
Colhidas na Macia – Gaza 
(Amostra I) 
A7 7,07 ± 0,30 
A8 6,93 ± 0,42 
A23 6,25 ± 0,70 
A25 7,50 ± 0,43 
Compradas na Macia – Gaza 
(Amostra II) 
A4 8,57 ± 0,86 
A5 7,42 ± 0,07 
A43 5,55 ± 0,14 
A39 8,97 ± 0,25 
A38 6,23 ± 0,13 
A33 4,55 ± 0,15 
Colhidas na Namaacha-Maputo 
(Amostra III) 
A9 8,83 ± 0,07 
A10 7,81 ± 0,41 
A30 4,89 ± 0,05 
Colhidas no IIAM – Maputo 
(Amostra IV) 
A45 8,71 ± 0,37 
A24 8,68 ± 0,04 
Colhidas em Lisboa – Portugal  
(Amostra V) 
A48 9,01 ± 0,37 
A46 8,82 ± 0,11 
*Cormos secos pulverizados. Todas as amostras foram secas por liofilização, a 
excepção de A7, A4 e A9, que foram secas numa estufa de vazio. 
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3.3.1.2.3 Teor em hipoxósido nos cormos secos 
A determinação do teor em hipoxósido foi efectuada com base no método de HPLC 
descrito por Nair e Kanfer (2006). Os valores do teor em hipoxósido para as diferentes 
amostras encontram-se representados na Figura 19 e apresentados na Tabela 20. 
 
 
 
Figura 19. Teor em hipoxósido nos cormos secos da H. hemerocallidea 
 
 
 
As amostras A24, A45 e A48 apresentaram teores em hipoxósido inferiores a 10%. 
A maior parte das amostras apresentou teores de hipoxósido entre 15 e 20%. A amostra 
A30 é a que tem maior teor em hipoxósido, com cerca de 30%.  
Avaliando os teores em hipoxósido e a origem da planta nota-se alguns resultados 
interessantes. Observa-se uma relação entre o teor em hipoxósido e o peso dos cormos 
da BA para as amostras III, IV e V. Para as amostras da mesma proveniência, o teor 
aumenta com o aumento do peso do cormo. O mesmo não se verifica com as amostras I 
e II. Não encontramos justificação plausível para explicar este segundo cenário, mas o 
primeiro poderá estar relacionado com a idade da planta que, por sua vez, se relaciona 
com o peso dos cormos. É provável que o teor em hipoxosido nos cormos aumente com 
a idade da planta. 
 
 
 
 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
58 
 
Tabela 20. Teor em hipoxósido nos cormos secos da H. hemerocallidea 
Origem das amostras Amostra* Hipoxósido (%) (Média ± DP) 
Colhidas na Macia – Gaza 
(Amostra I) 
A7 17,65 ± 0,96 
A8 18,56 ± 0,24 
A23 17,98 
A25 17,71 ± 1,46 
Compradas na Macia – Gaza 
(Amostra II) 
A4 13,59 ± 1,20 
A5 16,18 ± 0,56 
A43 21,34 ± 2,03 
A39 15,20 ± 1,11 
A38 18,13 ± 0,99 
A33 17,52 ± 1,36 
Colhidas na Namaacha-Maputo 
(Amostra III) 
A9 21,05 ± 0,67 
A10 21,77 ± 0,62 
A30 30,70 ± 2,52 
Colhidas no IIAM – Maputo 
(Amostra IV) 
A45 7,33 ± 0,81 
A24 9,28 
Colhidas em Lisboa – Portugal  
(Amostra V) 
A48 8,73 ± 0,60 
A46 16,80 ± 1,23 
*Todas as amostras foram secas por liofilização a excepção de A7, A4 e 
A9 que foram secas numa estufa de vazio. (n=2, excepto A23 e A24 com 
uma determinação) 
 
 
3.3.2 Preparação dos extractos 
Como fizemos referência anteriormente, usou-se a amostra A39 (Amostra II - 
comprada na região da Macia) para avaliar os factores que influenciam o processo de 
extracção. Esta amostra foi escolhida por apresentar maior quantidade relativa de cormos 
secos da BA. 
Na optimização da extracção da BA, as variáveis medidas foram o rendimento da 
extracção (razão extracto/planta), o teor de hipoxósido no extracto e a quantidade de 
hipoxósido extraída. Os factores avaliados foram: solvente, tenuidade do pó, temperatura 
de extracção, quantidade de água nas misturas hidro-alcoólicas, número e duração de 
etapas extractivas e a razão planta/solvente. A avaliação foi feita medindo as variáveis do 
processo em função da variação do factor em análise (fixando os restantes factores). 
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3.3.2.1 Influência do solvente 
Na Tabela 21 está apresentado o efeito do solvente na preparação dos extractos 
obtidos a partir de cormos secos da BA. 
Avaliou-se o efeito do metanol, água/metanol (1:2), água/etanol 96% (1:2), etanol a 
96º, acetona e água a 100ºC na preparação dos extractos. No caso do metanol, para 
além das condições estabelecidas para outros solventes, fez-se experiências com outras 
condições (S6) usando um tamanho de partícula de 75/63 µm, razão planta/solvente (1:5 
m/V) e duração do processo de 30 minutos com apenas uma etapa, na tentativa de 
replicar o método descrito por Allison et al. (1996). A preparação do EBA Trad – extracto 
aquoso que tenta mimetizar o extracto tradicional – também obedeceu a outras 
condições: temperatura da água (100ºC), tamanho da partícula (75/63 µm), razão 
planta/solvente (1:30 m/V) e duração do processo (20 minutos) com apenas uma etapa. 
 
 
Tabela 21. Efeito do solvente na eficiência do processo extractivo 
Método Extracto/Planta  Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Massa de 
hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
S1 40,37 ± 0,18 38,10 ± 4,00 153,94 ± 16,89 
S2 47,87 ± 0,97 33,75 ± 1,20 161,81 ± 9,05 
S3 48,42 ± 0,31 33,70 ± 2,23 163,21 ± 9,76 
S4 33,32 ± 0,34 41,46 ± 2,07 138,21 ± 5,53 
S5 26,06 ± 0,90 44,13 ± 2,05 115,19 ± 9,27 
S6 32,49 ± 1,80 41,06 ± 2,88 134,10 ± 17,17 
S7 10,76 ± 1,56 42,66 ± 0,78 45,98 ± 7,51 
EBAtradª. 46,01 26,34 121,43 
ª n=1, os restantes extractos foram avaliados em duplicado (n=2). S1:metanol; 
S2: água/metanol (1:2); S3: água/etanol 96% (1:2); S4: etanol 96%; S6:metanol 
(pó 75/63 µm); S7:acetona; EBA Trad: água (100ºC) 
 
 
Os resultados demonstraram que o rendimento da extracção (razão extracto/planta) 
é influenciado pela presença de água no solvente extractivo. Isto é notório nos métodos 
S2 e S3 (misturas hidro-alcoólicas) e no método tradicional em que se usa apenas água. 
O método S7 é o que apresenta menor rendimento, o que pode estar relacionado com a 
baixa polaridade da acetona. É interessante notar que os solventes que apresentam bons 
rendimentos na extracção não apresentam, comparativamente, extractos com maior 
concentração. Isto pode dever-se ao facto de existirem na planta muitas substâncias 
polares que são extraídas maioritariamente com esses solventes. 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
60 
 
Quanto à razão extracto/planta podemos distinguir 5 grupos ordenados de maneira 
decrescente, o primeiro constituído por S2, S3 e EBAtrad, o segundo pelo S1, o terceiro 
constituído por S6 e S4, o quarto por S5 e, por último, o quinto grupo constituído por S7. 
Em relação ao teor em hipoxósido podemos distinguir dois grupos, onde os 
solventes S1, S6, S4, S7 e S5 pertencem aos dois grupos. Isto é, não se encontram 
diferenças significativas nestes solventes no que se refere ao efeito na concentração do 
hipoxósido no extracto. 
No que se refere à quantidade total de hipoxósido extraída, podemos distinguir três 
grupos, sendo o S7 pertencente ao terceiro grupo (que é o que menos extrai) e os 
solventes S1, S4 e S6 que pertencem simultaneamente aos restantes dois grupos. Os 
solventes S2 e S3 apesar de não diferirem estatisticamente dos S1, S4 e S6, são os que 
apresentam maior capacidade de extrair o hipoxósido. 
Nestas circunstâncias, tanto o metanol como etanol poderiam ser escolhidos como 
solventes para obter extractos concentrados em hipoxósido. Tendo em conta a 
segurança do solvente, optou-se por eleger o etanol a 96% V/V como solvente de 
referência, sendo utilizado para avaliar outros factores que influenciam a preparação de 
extractos. 
 
3.3.2.2 Influência da tenuidade 
Nesta avaliação utilizou-se o etanol a 96% V/V como solvente e foi testado o efeito 
da granulometria na obtenção dos extractos. Foram avaliadas as seguintes 
granulometrias 180/125 (S4), 75/63 (G1) e 500/355 (G2). Os outros factores foram 
mantidos constantes. Na Tabela 22 estão apresentados os resultados da avaliação do 
efeito da tenuidade do pó na preparação dos extractos. 
Os resultados demonstraram que o rendimento dos extractos está relacionado com 
a granulometria do pó, tendo apresentado maior rendimento o pó com menor tamanho de 
partícula (G1) (p<0,05). No entanto, quando fazemos a avaliação em relação à 
concentração dos extractos, nota-se que não há diferenças significativas entre os teores 
em hipoxósido (p>0,5). Em relação à quantidade de hipoxósido extraído, observa-se que 
para granulometrias entre 63 e 180 µm não há diferenças significativas (p>0,05). No 
entanto, para granulometrias entre 355 e 500 µm ocorre uma redução da capacidade 
extractiva. G2 extrai menor quantidade (p<0,05) comparativamente com G1 e S4. 
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Tabela 22. Efeito da tenuidade na eficiência do processo extractivo 
Método Extracto/Planta Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Massa do 
hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
S4 33,32 ± 0,34a 41,46 ± 2,07b 138,21 ± 5,53c 
G1 37,87 ± 1,35 a 40,33 ± 2,34b 153,12 ± 11,96 
G2 29,81 ± 1,01a 37,95 ± 1,96b 113,16 ± 2,49d 
a
 p<0,05 comparando com todos; b p>0,05 comparando com todos;  
c
 p>0,05 comparando com G1; d p<0,05 comparando com S4 e com G1. 
 
 
Nestas circunstâncias, não parece vantajoso trabalhar com tenuidades baixas (G1), 
já que, apesar de proporcionar um rendimento relativamente bom, há uma certa 
dificuldade em manipular pós com tenuidade baixa. Assim, o método S4 será usado para 
avaliar o factor seguinte. 
3.3.2.3 Influência da temperatura 
Para avaliar o efeito da temperatura na preparação dos extractos foram avaliadas 
duas temperaturas, a temperatura ambiente (20-25ºC) (S4) e a 90ºC (ET3), tendo sido 
mantidos outros parâmetros como o solvente (etanol a 96%, V/V), o número de etapas 
extractivas (2), a razão planta/ solvente (1:10 m/V), a duração de cada etapa extractiva 
(15 minutos) e a velocidade de agitação (400 rpm). 
Os resultados apresentados na Tabela 23 mostram que o aumento da temperatura 
aumenta o rendimento da extracção, o que prejudica, de maneira não significativa a 
concentração do hipoxósido nos extractos e não tem efeito significativo na quantidade de 
hipoxósido extraído. Com o aumento da temperatura, aumenta o rendimento da 
extracção, mas há uma ligeira diminuição da concentração do hipoxósido no extracto. 
Assim, o método S4 será usado na avaliação do parâmetro seguinte. 
 
 
Tabela 23. Efeito da temperatura na eficiência do processo extractivo 
Método Extracto/Planta  Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Massa de 
hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
S4 33,32 ± 0,34a 41,46 ± 2,07b 138,21 ± 5,53c 
ET3 42,10 ± 0,81 34,69 ± 2,48 146,38 ± 13,25 
a
 p<0,05 comparando com ET3; b p=0,055) comparado com ET3; c p>0,05 
comparado com ET3. 
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3.3.2.4 Influência da percentagem de água na mistura hidro-alcoólica 
Para avaliar o efeito da percentagem de água na mistura hidro-alcoólica na 
preparação dos extractos foram avaliadas solventes com diversas graduações: ET2 (70% 
de água), S3 (36% de água), S4 (4% de água) e S5 (0,5% de água). A Tabela 24 
apresenta os resultados obtidos na avaliação do efeito da quantidade da água na mistura 
hidro-alcoólica. 
 
 
 
Tabela 24. Efeito da percentagem de água na mistura hidro- 
alcoólica na eficiência do processo extractivo. 
Método Extracto/Planta  Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Massa de 
hipoxósido Média ± 
DP (mg) 
S3 48,42 ± 0,31a 33,7 ± 2,231 163,21 ± 9,763,4 
S4 33,32 ± 0,34b 41,46 ± 2,072 138,21 ± 5,534 
S5 26,06 ± 0,9c 44,13 ± 2,05 115,19 ± 9,275 
ET2 56,63 23,70 134,41 
a
 p<0,05 comparado com S4, S5 e ET2; b p<0,05 comparado com S3 e S4 e 
ET2; c p<0,05 comparado com S3, S4 e ET2, 1 p<0,05 comparado com S5 e 
ET2; 2 p>0,05 comparado com S3 e S5; 3 p<0,05 comparado com S5 e ET2; 4 
p>0,05 comparado com S4; 5 p>0,05 comparado com S4 e ET2. 
 
 
 
Os resultados mostram que há um aumento significativo (p<0,05) da quantidade de 
extracto obtido à medida que aumentamos a quantidade de água na mistura hidro-
alcoólica. Este aumento da quantidade de extracto tem a ver com o aumento da 
polaridade do solvente (aumento da solubilidade) o que leva ao aumento da quantidade 
de constituintes polares extraídos. 
Em relação à concentração do hipoxósido nos extractos, nota-se uma tendência de 
diminuição à medida que aumentamos a quantidade de água na mistura. No entanto, 
esta diferença é significativa de S5 para S3 ou ET2 (p<0,05), não o sendo em relação a 
S3 e S4 ou S4 e S5 (p>0,05). 
Nestas circunstâncias, parece-nos adequado continuar a incluir o método S4 na 
avaliação da influência do número de etapas extractivas e da razão planta/ solvente no 
processo extractivo. 
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3.3.2.5 Influência da duração da etapa extractiva 
Para avaliar o efeito da duração da etapa extractiva na preparação dos extractos 
foram avaliados extractos obtidos a partir de métodos que duravam 15 minutos (ET4) e 
30 minutos (ET5). Esta avaliação foi feita usando uma etapa de extracção, sendo mantida 
as restantes condições extractivas. 
Os resultados apresentados na Tabela 25 mostram que, apesar de haver uma 
tendência para o extracto ET4 apresentar maior rendimento, teor em hipoxósido e 
quantidade extraída de hipoxósido, estes valores não são significativamente diferentes 
dos do extracto ET5 (p>0,05). Não parece haver diferenças nos extractos no que se 
refere ao rendimento, teor e quantidade em hipoxósido, quando se fazem extracções 
durante 15 ou 30 minutos. 
 
 
 
Tabela 25. Efeito da duração da etapa extractiva na eficiência do processo extractivo 
Método 
Duração 
da 
extracção 
Extracto/Planta 
Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Qtd hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
ET4 15 min 24,00 ± 0,81a 39,87 ± 0,35b 95,84 ± 2,50c 
ET5 30 min 23,88 ± 1,02 38,07 ± 1,26 91,14 ± 6,90 
a, b, c
 p>0,05 comparando com ET5 
 
 
 
Nestas circunstâncias, não há necessidade de usar 30 minutos nas etapas de 
extracção uma vez que se consegue obter resultados semelhantes em etapas de 15 
minutos, o que é importante do ponto de vista económico. 
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3.3.2.6 Influência do número de etapas extractivas 
Na Tabela 26 estão apresentados os resultados obtidos nesta avaliação. 
 
 
Tabela 26. Efeito do número de etapas extractivas na eficiência do processo 
extractivo 
Método 
Nº. de 
etapas 
extractivas 
Extracto/Planta 
Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Massa de 
hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
S4 2 33,32 ± 0,34a 41,46 ± 2,07d 138,21 ± 5,531 
ET1 4 36,95 ± 0,61b 36,71 ± 2,3d 135,88 ± 10,52 
ET4* 1 24,00 ± 0,81c 39,87 ± 0,35d 95,84 ± 2,502 
a
 p<0,05 comparando com ET1 e ET4; b p<0,05 comparando com S4 e ET4; c p<0,05 
comparado com S4 e ET1; d p>0,05 comprando todos contra todos; 1p>0.05 comparado 
com ET1; 2 p<0,05 comparado com ET1 e S4.*n=2, excepto ET4. 
 
 
Observa-se que o aumento do número de etapas extractivas é acompanhado por 
um aumento significativo (p<0,05) da quantidade de extracto obtido. Em relação à 
concentração do hipoxósido nos extractos, não se notam diferenças significativas entre 
os três métodos. No entanto, no que se refere à quantidade de hipoxósido extraído, nota-
se um aumento de ET4 para ET1 ou S4 (p<0,05), não se verificando diferenças 
significativas entre S4 e ET1 (p>0,05). 
Apesar de haver diferenças significativas nas concentrações do hipoxósido nos 
extractos, o rendimento de extracção aumenta mais de 30% ao passar de uma para duas 
etapas. Concluímos que é vantajoso usar duas etapas no lugar de uma ou quatro etapas. 
3.3.2.7 Influência da razão planta/solvente 
No estudo do efeito da razão planta/solvente na preparação dos extractos foram 
avaliadas duas proporções: 1:10 m/V (S4) e 1:5 m/V (ER). As restantes condições foram 
mantidas. 
 
 
Tabela 27. Efeito da razão planta/ solvente 
Método Razão planta/solvente 
Extracto/Planta  
Média ± DP (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP (%) 
Qtd hipoxósido 
Média ± DP (mg) 
S4 1:10 33,32 ± 0,34a 41,46 ± 2,07b 138,21 ± 5,53c 
ER 1:5 29,44 ± 1,67 36,82 ± 0,61 108,57 ± 7,84 
a
 p=0,05 comparando com ER; b p <0,05 comparado com ER; c p <0,05 comparado com ER. 
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Os resultados apresentados na Tabela 27 mostram que o aumento da razão 
planta/solvente favorece significativamente (p≤0,05) o rendimento da extracção, a 
concentração do hipoxósido no extracto e a quantidade de hipoxósido extraída. Além 
disso, facilita a preparação do extracto. 
 
3.3.2.8 Análise dos resultados obtidos 
A Tabela 28 apresenta os resultados de todos os estudos realizados. Como já se 
referiu, na avaliação do solvente, tanto o metanol (S1) como o etanol a 96% (S4) podem 
ser usados como solvente para obter extractos concentrados em hipoxósido. Entretanto, 
optou-se pelo etanol a 96% por ser mais seguro. 
Em relação aos outros factores, é de salientar o tamanho da partícula. Verifica-se 
que há um aumento do rendimento na extracção quando diminuímos o tamanho de 
partícula (passagem de 180/125 µm para 75/63 µm), mas, uma vez que o processo fica 
um pouco dificultado para esta tenuidade, optou-se pelo método S4. 
As figuras (Figura 20 e Figura 21) permitem visualizar o que acabamos de referir. 
 
Tabela 28. Compilação dos resultados obtidos 
Método 
Extracto/Planta  
Média ± DP 
 (%) 
[Hipoxósido] 
Média ± DP 
(%) 
Massa de hipoxósido 
Média ± DP 
(mg) 
S1 40,37 ± 0,18 38,10 ± 4,00 153,94 ± 16,89 
S2 47,87 ± 0,97 33,75 ± 1,20 161,81 ± 9,05 
S3 48,42 ± 0,31 33,70 ± 2,23 163,21 ± 9,76 
S4 33,32 ± 0,34 41,46 ± 2,07 138,21 ± 5,53 
S5 26,06 ± 0,90 44,13 ± 2,05 115,19 ± 9,27 
S6 32,49 ± 1,80 41,06 ± 2,88 134,10 ± 17,17 
S7 10,76 ± 1,56 42,66 ± 0,78 45,98 ± 7,51 
E.trad. 46,01   26,34   121,43   
G1 37,87 ± 1,35 40,33 ± 2,34 153,12 ± 11,96 
G2 29,81 ± 1,01 37,95 ± 1,96 113,16 ± 2,49 
ET3 42,10 ± 0,81 34,69 ± 2,48 146,38 ± 13,25 
ET2 56,63 ±  23,70 ±  134,41 ±  
ET1 36,95 ± 0,61 36,71 ± 2,3 135,88 ± 10,52 
ET4 24,00 ± 0,81 39,87 ± 0,35 95,835 ± 2,50 
ET5 23,88 ± 1,02 38,07 ± 1,26 91,136 ± 6,90 
ER 29,44 ± 1,67 36,82 ± 0,61 108,57 ± 7,84 
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Figura 20. Concentração do hipoxósido no extracto e quantidade 
de hipoxósido extraído em função do método de extracção. 
(As barras roxas representam a concentração do hipoxósido no extracto e as 
linhas pretas representam a massa do hipoxósido extraída) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Rendimento da extracção e a concentração do 
hipoxósido no extracto em função do método de extracção. 
(As barras roxas representam o rendimento do processo extractivo e as 
linhas verdes representam concentração do hipoxósido no extracto) 
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3.3.3 Doseamento do hipoxósido nos extractos 
O doseamento do hipoxósido nos extractos foi realizado pelo método de HPLC 
baseado no descrito por Nair e Kanfer (2006). As condições cromatográficas usadas 
estão descritas no ponto 3.2.3.4.1.2. 
3.3.3.1 Validação do método de doseamento 
3.3.3.1.1 Linearidade 
A curva de calibração foi construída a partir das médias dos valores médios das 
áreas do pico para cada concentração em função das concentrações do hipoxósido, de 
duas soluções mãe (Figura 22). A equação da regressão linear obtida foi y = 25,479x – 
6,4449, com um coeficiente de correlação (r) de 0,9989 (coeficiente de determinação, R2, 
de 0,9979). 
y = 25,479x - 6,4449
R² = 0,9979
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Figura 22. Curva de calibração do hipoxósido. 
 
 
O valor do coeficiente de determinação (R2) de 0,9979 indica que 99,79% da 
variação da área do pico é explicada pela variação da concentração do hipoxósido, 
utilizando esta equação da recta. Podemos deste modo afirmar que o método é linear 
nesta gama de concentrações. 
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3.3.3.1.2 Precisão 
Estão apresentados na Tabela 29 os valores da avaliação da precisão 
(repetibilidade e precisão intermédia). 
 
 
Tabela 29. Repetibilidade e precisão intermédia 
Concentração 
µg/ml 
Repetibilidade 
CV (%) 
Precisão intermédia 
CV (%) 
48 - 1,72 
60 0,44 1,77 
72 - 1,19 
(n=3) 
 
 
Estes resultados permitem afirmar que o método apresenta boa repetibilidade e 
precisão intermédia, pelo que é preciso. 
3.3.3.1.3 Exactidão 
Na Tabela 30 estão apresentados os valores da exactidão das três soluções 
utilizadas. As determinações foram efectuadas em dias alternados. 
 
Tabela 30. Exactidão do método 
Conc. 
Teórica 
 
(µg/ml) 
Dia 1 Dia 2 
Conc. 
Calculada 
Exactidão 
(%) 
CV 
(%) 
Conc. 
Calculada 
Exactidão 
(%) 
CV 
(%) 
48 45,83 95,48 0,42 45,99 95,82 0,55 
60 59,78 99,63 0,11 58,89 98,15 0,46 
72 73,14 101,58 0,38 71,45 99,24 0,39 
(n=3) 
 
Os valores obtidos para a exactidão do método foram superiores a 95%. 
3.3.4 Avaliação da reprodutibilidade do processo extractivo 
Os valores obtidos na repetição do processo de extracção para a mesma amostra 
são apresentados nas tabelas (Tabela 31 e Tabela 32). 
Os valores descritos na Tabela 31 apontam para um CV<5%, quer no que se refere 
ao rendimento do processo de extracção, quer no que toca à concentração do hipoxósido 
nos extractos. 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
69 
 
Tabela 31. Rendimento e concentração 
do hipoxósido nos extractos obtidos em 
dias diferentes 
  
Razão 
extracto/planta 
(% m/m) 
[hipoxósido] 
(% m/m) 
S4a 33,55 39,99 
S4b 33,08 42,92 
Média 33,32 41,46 
DP 0,34 2,07 
CV 1,01% 4,99% 
a e b – representa extracções efectuadas em 
dias diferentes 
 
 
Em relação à avaliação feita no mesmo dia, vários meses após as primeiras 
determinações e cujos resultados são apresentados na Tabela 32, nota-se uma boa 
precisão no que se refere à concentração do hipoxósido no extracto (CV <5,5%), e uma 
precisão razoável no que se refere ao rendimento do processo (CV <9,5%). 
 
 
Tabela 32. Rendimento e concentração do hipoxósido nos extractos obtidos 
no mesmo dia 
 
Razão 
extracto/planta 
(% m/m) 
[hipoxósido] 
 (% m/m) Média DP CV 
1 2 
S4c1 31,66 35,02 32,46 33,74 1,81 5,36% 
S4c2 34,06 37,06 35,93 36,49 0,80 2,19% 
S4c3 27,38 35,65 36,26 35,96 0,44 1,21% 
S4d4 32,49 36,26 35,99 36,12 0,19 0,52% 
Méd 31,40 35,99 35,16 35,58   
DP 2,86 0,87 1,81 1,25   
CV 9,10% 2,42% 5,14% 3,51%   
 
 
É de referir que os teores em hipoxósido nos resultados obtidos na Tabela 32 são 
inferiores aos obtidos na Tabela 31. Isto deve-se, porventura, à perda do teor em 
hipoxósido nos cormos secos da BA durante o seu armazenamento. 
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Tabela 33. Rendimento e concentração 
do hipoxósido em todos os extractos 
obtidos pelo método S4 
 
[Hipoxósido] 
(% m/m) 
Razão 
extracto/planta 
(% m/m) 
S4a 39,99 33,55 
S4b 42,92 33,08 
S4c1 35,02 33,74 
S4c2 37,06 36,49 
S4c3 35,65 35,96 
S4c4 36,26 36,12 
Méd 37,82 34,82 
DP 3,04 1,52 
CV 8,04% 4,37% 
 
 
Fazendo uma compilação de todos os resultados (Tabela 33), observa-se que os 
valores do CV para o rendimento do processo, assim como para o teor em hipoxósido, 
são inferiores a 8,5% e 4,5%, respectivamente. Isto leva-nos a concluir que a 
metodologia tem consistência. 
 
3.3.5 Extractos obtidos com cormos de H. hemerocallidea provenientes de diferentes 
regiões de Moçambique 
Avaliou-se o efeito da origem dos cormos na qualidade dos extractos. Para o efeito, 
foram preparados extractos com diferentes amostras provenientes de várias regiões de 
Moçambique (Amostra I – colhida na região da Macia, Amostra II – comprada na região 
da Macia, Amostra III – colhida na região da Namaacha, Amostra IV – fornecida pelo Dr. 
Sofrimento/IIAM) e uma colhida em Portugal (Amostra V – fornecida pela Prof. Doutora 
Elsa Gomes). 
As condições de extracção usadas, obtidas após a avaliação dos factores que 
influenciam a extracção, encontram-se resumidas na Tabela 34. 
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Tabela 34. Condições do processo de extracção do método optimizado 
Condição Descrição 
Solvente: Etanol a 96% V/V 
Tamanho da partícula: 180/125 µm 
Razão planta/solvente: 1:10 m/V 
Número de etapas extractivas: 2 
Duração de cada etapa 
extractiva: 
15 min 
Agitação: 400 rpm 
Temperatura 20-25ºC 
 
 
3.3.5.1 Rendimento da extracção 
Os resultados dos rendimentos dos processos de extracção para as diferentes 
amostras estão apresentados na Tabela 35. 
Os valores mostram que há uma diferença entre os rendimentos de extracção 
obtidos para as diferentes amostras de cormos secos. Os valores variam de 3,52 a 5,11% 
para a Amostra IV, 12 a 22% para a Amostra V, cerca de 30% para amostra I, 20 a 41% 
para a amostra II e 25 a 42% para a amostra III. A maior parte destes extractos, tem 
rendimentos de extracção superiores aos descritos por Allison et al. (1996). 
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Tabela 35. Rendimento de extracção de extractos obtidos a 
partir de cormos secos da BA de diferentes proveniências 
Origem das amostras Extracto 
Razão massa 
do extracto/Pó 
(% m/m) 
Colhidas na Macia – 
Gaza (Amostra I) 
 
 
Ext. A7 28,26 
Ext. A8 29,34 
Ext. A23 29,31 
Ext. A25 30,94 
Compradas na Macia – 
Gaza (Amostra II) 
Ext. A4 20,66 
Ext. A5 19,72 
Ext. A43 34,45 
Ext. A39 (S4)* 33,32±0,34 
Ext. A38 41,43 
Ext. A33 33,57 
Colhidas na Namaacha-
Maputo (Amostra III) 
Ext. A9 26,20 
Ext. A10 25,44 
Ext. A30 41,96 
Colhidas no IIAM – 
Maputo 
(Amostra IV) 
Ext. A45 3,52 
Ext. A24 5,11 
Colhidas em Lisboa – 
Portugal  
(Amostra V) 
Ext. A48 12,45 
Ext. A46 22,36 
(*n=2, os restantes n=1) 
 
 
3.3.5.2 Caracterização dos extractos 
Três parâmetros foram avaliados na caracterização dos extractos: o aspecto, a 
humidade e o teor em hipoxósido. 
3.3.5.2.1 Aparência dos extractos 
A Tabela 36 apresenta a aparência dos extractos obtidos pelo método de extracção 
optimizado. Nota-se que os extractos obtidos a partir das amostras III, IV e V apresentam 
a mesma coloração, enquanto as obtidas com as amostras I e II apresentam cor distinta. 
Esta diferença de coloração dos extractos está conforme a cor dos cormos pulverizados 
que lhes deram origem. 
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Tabela 36. Aparência dos extractos 
Amostra Descrição dos extractos Aspecto 
Amostra I Amarelo acastanhado 
 
Amostra II Amarelo torrado 
 
Amostra III Amarelo 
 
Amostra IV Amarelo claro 
 
Amostra V Amarelo claro 
 
 
 
3.3.5.2.2 Humidade 
A humidade dos extractos foi determinada pelo método gravimétrico ou perda por 
secagem. A Tabela 37 apresenta os resultados das humidades determinadas nos 
extractos. 
O extracto comercial apresenta o valor de humidade mais baixo, cerca de 2,56%, e 
está conforme o estipulado no certificado de análise que acompanhava a amostra (<6% 
m/m). 
Os extractos preparados apresentaram humidades entre 4,61% e 7,06% (m/m). A 
Farmacopeia Portuguesa refere que o teor em água nos extractos secos deve ser inferior 
a 5% (m/m). Assim, a maior parte dos extractos excede este limite, mas encontra-se 
dentro do limite descrito no boletim analítico que acompanha a amostra comercial do 
extracto de H. hemerocallidea. 
Nestas circunstâncias, consideramos estes valores como aceitáveis. 
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Tabela 37. Teor em água nos extractos obtidos de 
cormos de H. hemerocallidea de diferentes 
proveniências 
Extracto Humidade Média±DP  (n=2)(% m/m)  
Ext. A7 5,16 ± 0,20 
Ext. A8 4,67 ± 0,27 
Ext. A23 4,61 ± 0,28 
Ext. A25 6,55 ± 0,51 
Ext. A4 6,94 ± 0,73 
Ext. A5 5,54 ± 0,73 
Ext. A43 6,38 ± 0,18 
Ext. A39 (S4)* 4,71 ± 0,31 
Ext. A38 6,66 ± 0,24 
Ext. A33 6,62 ± 0,52 
Ext. A9 7,06 ± 0,18 
Ext. A10 5,45 ± 0,63 
Ext. A30 5,05 ± 1,14 
Ext. A45 ND 
Ext. A24 ND 
Ext. A48 5,48 ± 0,28 
Ext. A46 5,99 ± 0,80 
EBA com 2,56 ± 0,06 
(ND= Não determinado) 
 
 
3.3.5.2.3 Teor em hipoxósido 
A Tabela 38 apresenta os valores do teor de hipoxósido dos extractos alcoólicos 
secos obtidos a partir dos cormos secos da BA de diferentes proveniências. 
Os teores em hipoxósido nos extractos são superiores a 20 % (m/m), com 
excepção do extracto A23. 
Agrupando os resultados em função da origem dos cormos temos 9 a 37% para a 
amostra I (uma com 9% e as restantes superiores a 30%), 23 a 41% para a amostra II, 
cerca de 41% para a amostra III, cerca de 22% para a amostra IV e, finalmente, cerca de 
42% para a amostra AV. 
 
 
Optimização do método extractivo para a obtenção de extractos secos dos cormos da Hypoxis hemerocallidea  
 
75 
 
Tabela 38. Teor em hipoxósido nos extractos alcoólicos secos obtidos a 
partir de cormos secos da BA de diferentes proveniências 
Origem das amostras Extracto 
Razão massa 
do extracto/Pó 
(% m/m) 
Teor de hipoxósido 
nos extractos 
Média ± DP (% m/m)* 
Colhidas na Macia – 
Gaza (Amostra I) 
 
Ext. A7 28,26 32,74 ± 0,18 
Ext. A8 29,34 32,04 ± 0,28 
Ext. A23 29,31 9,40 ± 0,26 
Ext. A25 30,94 37,00 ± 1,20 
Compradas na Macia – 
Gaza (Amostra II) 
Ext. A4 20,66 23,66 ± 0,36 
Ext. A5 19,72 29,38 ± 1,14 
Ext. A43 34,45 36,79 ± 0,22 
Ext. A39 (S4)* 33,32±0,34 41,46 ± 2,07 
Ext. A38 41,43 34,93 ± 0,35 
Ext. A33 33,57 34,13 ± 1,14 
Colhidas na 
Namaacha-Maputo 
(Amostra III) 
Ext. A9 26,20 40,51 ± 1,24 
Ext. A10 25,44 40,26 ± 1,11 
Ext. A30 41,96 43,77 ± 0,53 
Colhidas no IIAM – 
Maputo 
(Amostra IV) 
Ext. A45 3,52 23,54 ± 0,42 
Ext. A24 5,11 21,74 ± 0,34 
Colhidas em Lisboa – 
Portugal  
(Amostra V) 
Ext. A48 12,45 42,20 ± 0,58 
Ext. A46 22,36 43,89 ± 0,40 
 
EBA com 
_ 23,87 
(*n=2, n=1 para os restantes valores) 
 
 
Não se encontrou explicação que justificasse um teor em hipoxósido muito baixo no 
extracto A23, até porque extractos obtidos com cormos provenientes do mesmo local 
apresentaram teores superiores a 30%. 
De referir que os extractos obtidos de plantas fornecidas pelo IIAM, apesar de 
terem rendimentos de extracção inferiores a 6%, têm teores de hipoxósido superiores a 
20%. Contudo, apesar de não se saber a razão do baixo rendimento, coloca-se a 
hipótese de estar relacionada com a natureza do cormo, uma vez que a propagação foi 
por cultura de tecidos. 
Há uma tendência para os rendimentos de extracção e o teor em hipoxósido nos 
extractos obtidos apresentarem valores mais elevados para os cormos com maior peso. 
Entretanto, a Amostra II apresenta-se um pouco fora desta tendência, o que pode estar 
relacionado com o facto desta amostra não ter sido colhida por nós (amostra comprada 
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na região da Macia), resultando de uma mistura de cormos da BA provenientes da 
mesma região. 
Em relação à amostra colhida em Portugal, é de referir que a de menor massa 
(A48), apresenta um rendimento de extracção inferior a 20%. Contudo, ambos os 
extractos apresentaram teores em hipoxósido mais elevados, que podem ser explicados, 
em parte, pelo facto de a secagem (liofilização) destas amostras ter ocorrido 
imediatamente após a colheita destas. 
 
Estes resultados mostram que, apesar da maior parte dos extractos obtidos 
apresentarem rendimentos de extracção superiores aos descritos por Allison et al. (1996), 
apresentam teores em hipoxósido inferiores a 50%. É provável que isto esteja 
relacionado com a não liofilização dos cormos imediatamente após a colheita. 
Outro dado interessante tem a ver com o teor em hipoxósido do extracto comercial, 
que era inferior ao valor descrito no certificado de análise. Pensa-se que a amostra 
comercial vai perdendo o seu teor em hipoxósido com o tempo. 
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3.4 Conclusão  
Comparando os dois métodos de secagem (liofilização versus secagem em estufa 
de vazio) nota-se não haver diferenças significativas no que se refere à humidade dos 
cormos de BA secos e ao seu teor em hipoxósido. Assim, podemos considerar a 
secagem em estufa de vazio (temperaturas inferiores a 30ºC) um método adequado e 
alternativo à liofilização. 
Os cormos frescos, à excepção dos colhidos na região da Namaacha, 
apresentaram humidades aproximadas ou superiores a 60% (m/m). Este valor é 
semelhante ao obtido por Nair e Kanfer (2006). As amostras da região da Namaacha são 
menos húmidas. Os cormos secos apresentaram humidades que variam entre 4,55 a 
9,01% e teores em hipoxósido entre 7,33 e 30,70%. Relativamente ao teor dos cormos, 
as amostras colhidas no IIAM apresentam o teor mais baixo (< 10%), seguido das 
amostras colhidas em Lisboa (8-16,8%), das colhidas na região da Macia (17,65-
18,56%), das compradas na região da Macia (13,59-21,34%) e das colhidas na região da 
Namaacha (21,05-30,70%). 
Relativamente à optimização do método, constatou-se que o método S4 (Solvente: 
álcool a 96º; Tamanho da partícula: 180/125 µm; Razão planta/solvente: 1:10 m/V; 
Número de etapas extractivas:2; Duração de cada etapa extractiva: 15 minutos; Agitação: 
400 rpm; Temperatura: 20-25ºC) é adequado para obter extractos mais concentrados em 
hipoxósido e com bom rendimento de extracção. Contudo, estas condições podem ser 
melhoradas com recurso a outras metodologias de avaliação, como a SRM (Response 
Surface Methodology), que permite avaliar de maneira interligada todos os factores que 
influenciam o processo. 
O método S4 foi validado em função do rendimento do processo e do teor de 
hipoxósido nos extractos, apresentando valores aceitáveis de precisão intradia (inferiores 
a 9,5 e 5,5%) e interdias (inferiores a 5 %), respectivamente. 
Parece haver uma relação entre o teor de hipoxósido nos cormos e o rendimento de 
extracção ou o teor de hipoxósido nos extractos. A maior parte das amostras apresentam 
um rendimento de extracção superior a 20%, à excepção das amostras colhidas no IIAM 
e uma das colhidas em Lisboa. Os teores em hipoxósido nos extractos obtidos foram 
superiores a 20%, à excepção de uma das amostras colhida na região da Macia, que 
apresentou um valor inferior a 10%. Apesar de a maior parte dos extractos obtidos 
apresentarem rendimentos de extracção superiores a 20%, os seus teores em hipoxósido 
são inferiores a 50%. Allison et al. (1996) obtiveram valores compreendidos entre 50 e 
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55%. Em relação ao teor, isto pode estar relacionado com a natureza das matérias-
primas usadas. Além disso, a secagem das amostras não foi feita imediatamente após a 
colheita, e houve também grande espaçamento entre a secagem e a preparação dos 
extractos. 
O teor em água nos extractos obtidos está compreendido entre 4,61% e 7,06%. 
Apesar de estes valores serem, na maior parte, superiores a 5%, não se distanciam muito 
do valor limite proposto para o extracto comercial da BA. Contudo, um possível 
melhoramento deste método passaria pela avaliação deste parâmetro. 
As variações no teor em hipoxósido e em água nos cormos podem estar 
relacionadas com vários factores como a origem das amostras, a colheita e a 
conservação das amostras. Isto também pode ser aplicado ao rendimento da extracção 
dos cormos e à concentração do hipoxósido nos extractos, que em certa medida podem 
ser influenciados pelo aspecto com que a matriz vegetal se apresenta e que pode ser 
influenciada pelos factores supracitados. 
A transposição deste método de extracção para uma escala piloto ou larga escala 
implica a reavaliação de alguns factores, usando uma metodologia mais robusta de 
avaliação como a RSM (Response Surface Methodology). De salientar que a produção 
em larga escala privilegia os custos inerentes, que se relacionam por exemplo com a 
duração do processo ou o volume de solvente usado. 
O trabalho, para além de propor um método de secagem alternativo à liofilização e 
de preparação de extractos mais concentrados em hipoxósido, apresenta o perfil do 
hipoxósido nas amostras de H. hemerocallidea provenientes de Moçambique. 
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4. Actividade antioxidante de extractos secos obtidos a partir de cormos de 
Hypoxis hemerocallidea provenientes de diferentes regiões de Moçambique 
 
4.1 Introdução 
Nos últimos anos, a actividade antioxidante de várias plantas tem sido muito 
estudada. Isto se deve, em parte, à presença de compostos fenólicos que actuam sobre 
as espécies reactivas, as quais são consideradas responsáveis por muitas patologias 
[Kim et al., 2006; Proença da Cunha, 2005]. 
Podem distinguir-se espécies reactivas de oxigénio (ROS – Reactive oxygen 
species) e de azoto (RNS – Reactive nitrogen species) tais como: radical superóxido 
(O2•-), radical hidroxilo (HO•), radical peroxilo (ROO•), ácido hipocloroso (HOCl), oxigénio 
singuleto (1O2), peróxido de hidrogénio (H2O2), anião peroxinitrilo (ONOO-), óxido nítrico 
(•NO), anião nitroxilo (NO-), catião nitrosónico (NO+) e óxidos superiores de azoto (N2O3 
ou N2O4), que têm um papel importante no stress oxidativo relacionado com a 
patogénese de várias doenças [Halliwell, 1995; Parejo et al., 2002; Barreiros et al., 2006]. 
Em indivíduos saudáveis, a produção de ROS e RNS é equilibrada pelo sistema de 
defesa antioxidante. O stress oxidativo é gerado quando o equilíbrio se altera no sentido 
de favorecer a formação das espécies reactivas ou a redução dos níveis dos 
antioxidantes. O excesso destas espécies reactivas tem efeitos prejudiciais tais como 
peroxidação lipídica, agressão das proteínas e danos no DNA e enzimas. Sabe-se que o 
stress oxidativo, particularmente o relacionado com o envelhecimento, pode ser um factor 
determinante nos distúrbios neurodegenerativos como as doenças de Alzheimer e de 
Parkison. Além disso, os danos oxidativos causados pela acção das espécies reactivas 
podem iniciar e promover uma série de doenças crónicas, como cancro, doenças 
cardiovasculares, diabetes mellitus, aterosclerose, catarata, artrite e outras doenças 
inflamatórias [Parejo et al., 2002; Aruoma, 2003]. 
Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias (endógenas ou exógenas) 
que, quando presentes em baixas concentrações comparadas com a do substrato 
oxidável (lípidos incluindo ácidos gordos polinsaturados, proteínas, carboidratos ou DNA), 
são capazes de retardar ou inibir a oxidação do substrato [Halliwell, 1995; Aruoma, 2003]. 
A acção dos antioxidantes pode ser efectuada através da inibição da geração de 
espécies reactivas ou mediante a captação das mesmas. Os antioxidantes biológicos 
podem ser enzimáticos (ex: superóxido dismutase, catalase ou glutationa peroxidase) ou 
não enzimáticos (cofactores de enzimas antioxidantes – selénio, coenzima Q10; inibidores 
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de enzimas com acção oxidante, quelantes de metais de transição), que são 
provenientes da dieta. Os níveis de antioxidantes endógenos podem ser elevados pelo 
aumento da expressão dos genes que codificam enzimas antioxidantes, como superóxido 
dismutase, catalase ou glutationa peroxidase [Aruoma, 2003; Huang et al., 2005]. Os 
compostos fenólicos presentes em muitas plantas (tais como fenóis, ácidos fenólicos, 
fenilpropanóis, flavonóides, taninos e quininas) têm sido apontados como potentes 
antioxidantes das espécies reactivas [Dzingirai et al., 2007]. 
Existem vários métodos in vitro usados na avaliação da actividade antioxidante das 
plantas. É conveniente o uso de diferentes metodologias para uma caracterização mais 
abrangente da eficácia antioxidante da planta. Contudo, a extrapolação dos resultados in 
vitro para in vivo deve ser feita com precaução, uma vez que é preciso ter em conta 
aspectos farmacocinéticos inerentes à administração da planta ou seus derivados 
[Aruoma, 2003]. 
A Tabela 39 apresenta os resultados da avaliação da actividade antioxidante da BA 
recorrendo a várias metodologias. Os resultados sugerem que os extractos da BA 
avaliados apresentam actividade antioxidante nos diferentes métodos apresentados. É de 
salientar que o hipoxósido não apresentou actividade antioxidante em todos os métodos 
e que o rooperol foi a substância mais activa, apresentando, em alguns casos, actividade 
superior à das substâncias de referência. 
Não são conhecidas na sua totalidade as substâncias responsáveis pela actividade 
antioxidante nos extractos da BA. Nair et al. referem que a actividade dos extractos não 
se deve ao hipoxósido, mas sim a outros fitoconstituintes existentes na BA [Nair et al., 
2007a]. Entretanto, o trabalho de Laporta et al. aponta que o hipoxósido apresenta 
alguma actividade antioxidante, embora inferior à do rooperol [Laporta et al., 2007b]. A 
actividade antioxidante do rooperol (aglícona do hipoxósido) foi provada com base em 
diversas metodologias (Tabela 39). A hipótese segundo a qual os extractos aquosos 
podem favorecer a hidrólise parcial do hipoxósido presente e a formação do rooperol, 
aumentando a actividade antioxidante do extracto, não parece consistente uma vez que 
os extractos acetónicos e etanólicos [Steenkamp et al., 2006; Katerere e Eloff, 2008] 
também apresentaram actividade antioxidante, o que sustenta a tese da existência de 
outros constituintes com essa actividade. 
Os extractos concentrados em hipoxósido, tal como o próprio hipoxósido, têm 
elevado potencial como pro-fármacos antioxidantes [Laporta et al., 2007b], uma vez que 
aquela substância é convertida em rooperol no tracto gastrintestinal [Kruger et al., 1994]. 
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Tabela 39. Actividade antioxidante da BA e de seus derivados 
Tipo de extracto/ 
substância activas 
Resultados obtidos Método usado Referências 
Amostras Substâncias de referência. 
  
Extractos aquosos e 
etanólicos 
(4 g/l) 
Ambos os extractos da BA mostraram 
actividade significativa (> 85 %) de 
captação do HO• 
Ácido ascórbico:  
76% (80 mg/L) e 96% (160 
mg/l) 
Avaliação da capacidade captadora do 
radical HO• por espectroscopia de spin 
electrónico 
Steenkamp 
et al., 2006 
Extracto hidro-
metanólico 
(50% de metanol) 
52,92%±0,95 a 80 mg Eq./µl 
 
Ácido ascórbico: 
82,76%±0,27 (80 mg Eq./µl) 
Avaliacção da actividade captadora do 
O2•- 
Dzingirai et 
al., 2007 69, 84%±0,22 (80 mg Eq./µl) 
Ácido ascórbico: 
96,69%±0,02 (20 mg Eq./µl) 
e 97,85%±0,4 (80 mg Eq./µl) 
Avaliação da peroxidação fosfolipídica 
(TBARS assay – Radical-scavenging 
capacity by thiobarbituric acid-reactive 
substances assay) 
Extractos aquosos 
(100-1000 µg/ml) 
12,75%±0,40 (100µg/ml) e 66,43%±1,09 
(1000 µg/ml) Quercetina:  
25,73%±5,21 (8 µg/ml) e 
87,62%±0,78 (32 µg/ml) 
Avaliação da captação do radical DPPH 
(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) 
Nair et al., 
2007a 
Hipoxósido Sem actividade mesmo a 32 µg/ml 
Rooperol 29,22%±5,21 (8 µg/ml) e 80,32±0,22 (32 
µg/ml) 
Extractos aquosos 
(100-1000 µg/ml) 
89,81±2,57 µmol/l (100µg/ml) e 
803,81±11,21 µmol/l (1000 µg/ml)  Ácido ascórbico: 
173,56±2,42 (8 µg/ml) e 
471,01±7,26 µmol/l (32 
µg/ml) 
Avaliação da capacidade redutora do 
ferro (FRAP Assay – Ferric reducing 
actioxidant power) 
(µmol/l ao fim de 20 min.) 
Hipoxósido Sem actividade mesmo a 32 µg/ml 
Rooperol 259,16±7,21 (8 µg/ml) e 860,82±7,14 µmol/l 
(32 µg/ml) 
Extractos aquosos 
(1,25 – 5 mg/ml) 
0,380 nmoles de MDA/mg de tecido (2,5 
mg/ml) e 0,050 nmoles de MDA/mg 
de tecido (5 mg/ml)  
Branco:  
0,506 nmoles de MDA/mg de 
tecido; 
Controlo: 
0,078 nmoles de MDA/mg de 
tecido 
Avaliação da peroxidação lipídica 
induzida pelo ácido quinolínico (QA) no 
homogeneizado hepático (TBARS assay) 
(nmoles de MDA/mg de tecido) 
MDA- malondialdeido 
Hipoxósido Sem actividade significativa mesmo a 50 
µg/ml 
Rooperol 0,267 nmoles de MDA/mg de tecido (7,5 
µg/ml) e 0,079 nmoles de MDA/mg 
de tecido (30 µg/ml) 
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Continuação da Tabela 39 
Tipo de extracto/ 
substância activas 
Resultados obtidos Método usado Referências 
Amostra Substâncias de referência. 
  
Extracto aquosos 
(2,5 - 5 mg/ml) 
Os resultados indicam que apenas 
as concentrações dos extractos da 
BA (p<0,01), hipoxósido (p<0,01) e 
rooperol (p<0,001) capturaram 
significativamente o O2•-, traduzida 
pela diminuição da redução do NBT 
em NBD 
 
Actividade captadora do O2•- 
gerado quimicamente 
Nair et al., 
2007a 
Hipoxósido 
(12,5-50 µg/ml) 
Rooperol 
(7,5-30 µg/ml) 
Hipoxósido 2,40 µM TE (Etanol) e 2,27 µM TE (água) 
 Avaliação da actividade 
captadora do catião ABTS 
(ABTS•+) em comparação com a 
actividade de Trolox (TEAC – 
Trolox equivalente antioxidant 
capacity)  
Laporta et 
al., 2007b 
 
Rooperol 1,48 µM TE (Etanol) e 1,23 µM TE (água) 
Hipoxósido 12,6 µM Hidroxitirosol: 19,20 µM; Oleuropeína:9,14 µM; 
galhato de (-)-picatequina: 2,30 µM; 
galhato de (-)-pigalocatequina: 4,24 µM; 
(-)-epicatequina: 4,64 µM; (+)-catequina:10 
µM; extracto de chá verde (70% de 
catequinas): 16 mg/l; extracto de folhas de 
oliveira – 25% oleuropeína): > 30 mg/l 
Ensaio de TBARS (Scavenging 
capacity by thiobarbituric acid-
reactive substances/Capacidade 
de captura de substâncias 
reactivas através do ácido 
tiobarbitúrico) – peroxidação 
lipídica (IC50 / µM ou mg/l) 
Rooperol 2,6 µM 
Extracto hidro-
alcoólico da BA 
(45% de hipoxósido) 
7,5 mg/l contra 
Extracto hidro-
alcoólico da BA 
(45% de hipoxósido) 
7960 ± 500 TE/g dW 
extracto de chá verde (70% de catequinas): 
4780 ± 200 TE/ g dW 
extracto de folhas de oliveira (25% 
oleuropeína): 4950 ± 300 TE/ g dW 
Avaliação da capacidade 
captadora do ROO• (Ensaio de 
ORAC – Oxygen radical 
absorbance) 
Extractos acetónicos 
e etanólicos da BA 
Os extractos acetónicos 
apresentaram boa actividade 
antioxidante 
 Método de DPPH em TLC Katerere e Eloff, 2008 
Nota: A falta da uniformidade na forma de apresentação dos resultados resulta da diversidade das metodologias descritas nas referências bibliográficas que serviram de 
base à elaboração da tabela. 
 
Actividade antioxidante de extractos secos obtidos a partir de cormos de Hypoxis hemerocallidea provenientes de 
diferentes regiões de Moçambique 
85 
O rooperol, à semelhança do NDGA (ácido nordiidroguaiarético), é um dicatecol 
com capacidade antioxidante superior ou comparável aos antioxidantes habitualmente 
usados [Albrecht, 1996; Van Der Merwe et al., 1993; Coetzee et al., 1996; Laporta et al., 
2007b; Nair et al., 2007a]. 
A maioria dos antioxidantes mais comuns, como a vitamina E, os flavonóides e as 
catequinas, têm um anel benzénico (com diferentes substituintes) e contém pelo menos 
um grupo 1, 4 - ou 1, 2-dihidroxi. É importante salientar que os grupos OH nos anéis 
benzénicos do rooperol estão na posição orto. A presença de dois grupos orto-fenóis nos 
anéis benzénicos faz deste um melhor antioxidante quando comparado com compostos 
semelhantes [Drewes e Khan, 2004; Drewes et al., 2008]. A Figura 23 apresenta o 
esquema da provável remoção do radical livre [Drewes e Khan, 2004]. 
 
 
 
Figura 23. Mecanismo de reacção do rooperol com radicais livres (Antioxidante). 
Adaptado de Drewes e Khan (2004) 
 
 
Neste capítulo, pretende-se avaliar a actividade antioxidante pelo método do radical 
DPPH [Blois, 1958] dos extractos obtidos dos cormos secos da H. hemerocallidea de 
proveniências diversas. Avalia-se também o efeito do solvente extractivo e do método de 
secagem na actividade antioxidante. 
 
Actividade antioxidante de extractos secos obtidos a partir de cormos de Hypoxis hemerocallidea provenientes de 
diferentes regiões de Moçambique 
 
86 
 
4.2 Parte Experimental 
4.2.1 Material  
O Etanol a 96 % V/V foi obtido na AGA (Álcool e géneros alimentares S.A., Loures, 
Portugal). O Etanol a 70% V/V foi preparado a partir do etanol a 96 % V/V. A água foi 
purificada num sistema Seradest SD 2000 (Seral Erich Alhäuser GmbH, Alemanha). O L-
(+)-ácido ascórbico (lote: 05316HJ-508) e o DPPH (1,1 – difenil -2- picrilhidrazilo, ~ 90%) 
(lote: 013K1351) foram obtidos na Sigma (Sigma-Aldrich inc, St. Louis, Mo EUA). 
Foram usados diferentes tipos de extractos da H. hemerocallidea de diversas 
proveniências preparados no laboratório (vide capítulo III) e um extracto comercial de H. 
hemerocallidea (Hypoxidermin® lote: 0BF001) obtido na Monteloeder (Alicante, Espanha). 
 
4.2.2 Métodos  
A actividade antioxidante foi avaliada pelo método do radical DPPH. Trata-se de um 
método simples, fácil de executar, sensível e reprodutível, que não necessita de 
equipamentos elaborados. 
O DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) é um radical estável, centrado no átomo de 
azoto que apresenta um electrão desemparelhado, responsável pela absorvência a 515-
517 nm e também pela cor violeta forte. Na presença de antioxidantes dadores de 
átomos de hidrogénio ou de electrões, o radical DPPH é reduzido originando um produto 
incolor – a hidrazina – com o consequente decréscimo estequiométrico da absorvência 
resultante da mudança de cor. O grau de descoloração do radical DPPH constitui assim 
uma medida da capacidade antioxidante [Blois, 1958; Nair et al., 2007a; Hasan et al., 
2009]. Quanto maior for a descoloração – traduzida por menor absorvência – maior será 
a capacidade antioxidante da substância avaliada. 
A metodologia usada para determinar a actividade antioxidante pelo método de 
DPPH foi baseada na metodologia desenvolvida e validada no nosso laboratório 
[Almeida, 2009]. De referir que o método do radical DPPH foi inicialmente desenvolvido 
por Blois (1958), melhorado por Brand-Williams et al. [Brand-Williams et al., 1995] e 
adaptado para se utilizar em microplacas [Fukumoto e Mazza, 2000]. 
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Protocolo experimental 
Prepararam-se soluções de DPPH a 300 µM, de ácido ascórbico (controlo positivo) 
a 100 µg/ml e dos extractos liofilizados a 500 µg/ml em etanol a 96% V/V. A mistura 
reaccional continha, num volume total de 200 µl, DPPH (150 µM) e soluções dos 
extractos ou do controlo positivo (ácido ascórbico) em diferentes concentrações. As 
concentrações foram de 250 a 3,906 µg/ml para os extractos liofilizados e 50 a 0,781 
µg/ml para o ácido ascórbico. A absorvência foi lida em 515 nm após 20 minutos de 
incubação à temperatura ambiente em leitor de placas (BIOTEK, modelo ELX 808, EUA). 
A capacidade de redução do DPPH foi calculada através da fórmula: 
 
Capacidade de redução do DPPH (%) = 100–[(Aamostra–Abranco1)/(Acontrolo–Abranco2)] x 100 
 
Aamostra – absorvência do ensaio realizado na presença do extracto 
Acontrolo – absorvência do ensaio realizado na ausência do extracto 
Abranco1 – absorvência do ensaio realizado na ausência do DPPH 
Abranco2 - absorvência do ensaio realizado na ausência do extracto e do DPPH 
 
O IC50 (concentração necessária para reduzir 50% da absorvência do DPPH) foi 
calculado a partir do gráfico que representa a concentração versus o efeito captador do 
DPPH, por regressão linear (MS EXCell 2007, Microsoft Corporation, Redmond, EUA). 
 
4.2.3 Análise estatística dos resultados 
Os ensaios foram efectuados em quadruplicadas (n=4) e os resultados expressos 
pela média ± desvio padrão. Os resultados foram comparados por análise da variância 
unifactorial, bilateral (α=0,05) (ANOVA) usando o software SPSS 17 (SPSS Inc, Chicago, 
EUA). No caso em que as diferenças forem significativas, efectuou-se o teste de 
comparação múltipla à posterior Tukey HSD. 
 
 
4.3 Resultados e Discussão  
A avaliação da actividade antioxidante dos extractos da H. hemerocallidea já foi 
realizada por diferentes metodologias [Steenkamp et al., 2006; Nair et al., 2007a; Laporta 
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et al., 2007b; Katerere e Eloff, 2008]. Avaliou-se a actividade antioxidante de cormos da 
H. hemerocallidea proveniente de diferentes partes de Moçambique. Estudou-se ainda, a 
influência do tipo de extracto (solvente usado) e o método de secagem dos cormos na 
actividade antioxidante. 
O método usado para determinar a actividade antioxidante foi o do DPPH. A 
avaliação da actividade antioxidante dos extractos foi feita determinando o IC50 (µg/ml). 
Este parâmetro (IC50), como referimos anteriormente, indica a concentração do extracto 
capaz de reduzir a metade a absorvência da solução de DPPH. Quanto menor for este 
valor, maior será a actividade antioxidante do extracto avaliado. 
 
4.3.1 Determinação da actividade antioxidante dos extractos obtidos com diferentes 
solventes 
A Tabela 40 apresenta as capacidades dos extractos secos dos cormos da H. 
hemerocallidea em captar espécies reactivas, medida pelo método de DPPH. Todos os 
extractos obtidos apresentam uma actividade apreciável, sendo significativamente inferior 
à do ácido ascórbico (controlo positivo) (p <0,001). Contudo, todos os extractos 
preparados exibiram actividade antioxidante superior à do extracto tradicional (p <0,01). 
Dos extractos preparados, o extracto S7 (acetónico) apresentou a maior actividade 
antioxidante (p <0,05). 
 
 
Tabela 40. Efeito dos diferentes solventes usados na 
preparação dos extractos de H. hemerocallidea na actividade 
captadora do radical livre DPPH 
Solvente 
extractivo 
Amostras IC50 (µg/ml) 
 Média ± DP (n=4). 
_ 
Ác. ascórbico 4,69 ± 0,18 
Metanol S1 20,13 ± 2,98 
Água/metanol (1:2) S2 27,10 ± 1,24 
Água/etanol 96% 
(1:2) S3 28,74 ± 1,17 
Etanol 96% S4 20,81 ± 1,66 
Etanol absoluto S5 18,66 ± 1,40 
Metanol S6 19,61 ± 0,71 
Acetona S7 14,47 ± 0,71 
Água* EBA tradicional 33,04 ± 1,27 
*Cozimento, 100ºC. 
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A Figura 24 permite visualizar as diferenças entre os extractos obtidos com os 
diferentes solventes. Podemos distinguir quatro grupos. Dois deles são constituídos cada 
um por um extracto e com diferenças significativas em relação a todos os extractos, isto 
é, S7 (extracto acetónico) é o mais activo de todos (IC50 = 14,47±0,71 µg/ml; p≤0,01) e 
EBA Tradicional (aquoso) é o menos activo (IC50 = 33,04±1,27 µg/ml; p<0,01). Um outro 
grupo é constituído pelos extractos S2 (hidro-metanólico) e S3 (hidro-etanólico), ambos 
com actividade apenas superior ao EBA tradicional com valores de IC50 de 27,10±1,24 e 
28,74±1,17 µg/ml, respectivamente. Estes extractos não apresentam diferenças 
significativas entre si no que se refere ao valor de IC50 (p> 0,05). Os restantes extractos, 
S4 (etanol a 96º), S5 (etanol absoluto), S1 (metanol) e S6 (metanol, pó mais ténue) com 
valores de IC50 de 20,81±1,66, 18,66±1,40, 20,13±2,98 e 19,61±0,71 µg/ml, 
respectivamente, pertencem ao último grupo e não apresentam diferenças 
estatisticamente significativas entre eles (p>0,05). 
O facto de os extractos obtidos por etanol absoluto, etanol a 96% e metanol não 
apresentarem diferenças significativas no que se refere à actividade antioxidante, reforça 
a opção que tomámos em utilizar o etanol a 96% como solvente para a preparação dos 
extractos. 
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Figura 24. Valores de IC50 do ácido ascórbico, dos extractos obtidos a partir 
dos cormos da H. hemerocallidea comprada na Macia e do extracto 
comercial. 
 
Os resultados obtidos confirmam a actividade antioxidante encontrada nos 
extractos da BA avaliada pelo método do radical DPPH referidos por Nair et al. (2007b) 
(extractos aquosos) e Katerere e Eloff (2008) (extractos acetónicos). Além disso, 
sugerem que os extractos aquosos são menos activos que os acetónicos ou alcoólicos. 
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4.3.2 Relação entre a concentração de hipoxósido e a actividade antioxidante dos 
extractos 
A Figura 25 representa a relação entre a concentração do hipoxósido no extracto e 
o valor de IC50 (µg/ml) do mesmo. Os extractos foram obtidos com solventes diferentes, à 
excepção de um que apresenta uma granulometria mais reduzida (S6), apesar de utilizar 
o mesmo solvente que o outro extracto (S1). Nota-se neste gráfico que, à medida que 
aumenta a concentração do hipoxósido no extracto, o valor de IC50 diminui. Uma vez que 
valores baixos de IC50 são inversos à actividade antioxidante, podemos referir que com o 
aumento da concentração do hipoxósido nos extractos se verifica um aumento da 
actividade do mesmo. Esta relação é descrita pela equação (y=-0,9171x + 58,58) e com 
um valor de r = 0,942 (R2=0,8882). Quer a inclinação (p=1,49 x 10-06) quer a ordenada na 
origem (p=0,000456) são estatisticamente significativas. 
 
 
 
Figura 25. Actividade antioxidante versus concentração do hipoxósido. 
 
 
Apesar de o hipoxósido não apresentar actividade antioxidante, pelo menos pelo 
método do radical DPPH [Nair et al., 2007a], a constatação de que o aumento da 
actividade antioxidante dos extractos se correlaciona com o aumento da concentração do 
hipoxósido no mesmo sugere que o extracto contém substâncias antioxidantes, 
provavelmente polifenóis/compostos fenólicos [Amusan et al., 2007; Nair et al., 2007a], 
que são extraídas em conjunto com o hipoxósido que, por ventura, apresentam 
polaridade similar. Esta hipótese é reforçada pelo facto de os resultados obtidos provirem 
Actividade antioxidante de extractos secos obtidos a partir de cormos de Hypoxis hemerocallidea provenientes de 
diferentes regiões de Moçambique 
 
91 
 
de extractos diferentes, ou seja, obtidos com solventes diferentes ou em condições 
diferentes. 
4.3.3 Actividade antioxidante de extractos etanólicos de BA proveniente de diferentes 
regiões de Moçambique 
 
A Tabela 41 e a Figura 26 apresentam os valores do IC50 dos extractos obtidos a 
partir dos cormos da H. hemerocallidea de diversas proveniências. 
 
 
Tabela 41. Valores de IC50 do ácido ascórbico, dos extractos 
obtidos dos cormos da H. hemerocallidea proveniente de 
diferentes partes de Moçambique e do extracto comercial 
Origem Amostras IC50 (µg/ml) (Média ± DP, n=4) 
_ 
Ác. Ascórbico 4,69 ± 0,18 
Colhidas na Macia – Gaza 
(Amostra I) 
Ext. A7 18,64 ± 1,46 
Ext. A8 18,52 ± 0,70 
Ext. A23 18,79 ± 1,31 
Ext. A25 22,75 ± 0,79 
Compradas na Macia – 
Gaza (Amostra II) 
Ext. A4 22,22 ± 1,71 
Ext. A5 26,19 ± 1,31 
Ext. A43 20,16 ± 1,79 
Ext. A39 (S4) 20,81 ± 1,66 
Ext. A38 16,40 ± 0,88 
Ext. A33 20,67 ± 1,68 
Colhidas na Namaacha-
Maputo (Amostra III) 
Ext. A9 30,46 ± 1,12 
Ext. A10 27,88 ± 1,38 
Ext. A30 31,08 ± 2,59 
Colhidas no IIAM – 
Maputo 
(Amostra IV) 
Ext. A45 48,92 ± 2,13 
Ext. A24 40,24 ± 1,82 
Colhidas em Lisboa – 
Portugal 
(Amostra V) 
Ext. A48 46,12 ± 2,36 
Ext. A46 42,87 ± 2,29 
Monteloeder (Alicante, 
Espanha) EBAcom 78,48 ± 8,27 
*Todas as amostras foram secas por liofilização a excepção de A7, A4 e A9 
que foram secas numa estufa de vazio. 
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O extracto comercial apresentou a menor actividade antioxidante (elevado IC50) 
comparada com a dos extractos preparados neste trabalho (p<0,001). Isto pode ser 
explicado, em parte, pelo facto de o solvente usado para preparar o extracto comercial 
ser hidro-alcoólico (maior quantidade de água), não tendo capacidade de extrair todos os 
compostos fenólicos presentes [Amaral et al., 2009]. 
De um modo geral, organizando em ordem decrescente da actividade antioxidante 
(IC50), os extractos obtidos a partir da amostra I e II são mais activos (16,40 a 26,19 
µg/ml), seguido das amostras III (27,88 a 31,08) e finalmente das amostras IV e V (40,24 
a 48,92 µg/ml). Na maioria dos casos, os extractos preparados a partir de amostras 
provenientes da mesma região não apresentam diferenças significativas no que se refere 
a actividade antioxidante. Contudo, a actividade antioxidante dos extractos obtidos a 
partir da amostra IV são estatisticamente diferentes, e os extractos Ext.A5 e A38, obtidos 
a partir da amostra II, são estatisticamente diferentes entre si (p<0,001), mas não 
apresentam diferenças estatísticas significativas (p>0,05) quando comparados com os 
demais extractos pertencentes a esta amostra. 
O facto de as amostras IV e V apresentarem baixa actividade antioxidante pode 
estar relacionada com o facto de ambas terem sido cultivadas em vasos. 
Em relação ao efeito do método de secagem dos cormos da H. hemerocallidea na 
actividade antioxidante dos extractos, os resultados não evidenciaram diferenças 
significativas (p> 0,05). 
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Figura 26. Valores de IC50 do ascórbico, dos extractos obtidos dos 
cormos da H. hemerocallidea proveniente de diferentes partes de 
Moçambique e do extracto comercial. 
 
 
Os resultados da actividade antioxidante obtidos com os diferentes extractos 
preparados a partir de amostras provenientes de pontos distintos de Moçambique não 
apresentam nenhuma relação entre a actividade antioxidante e a concentração em 
hipoxósido, como foi referido quando avaliamos a influência do solvente na actividade 
antioxidante. Além disso, as amostras provenientes da região da Namaacha não 
apresentaram a maior actividade, apesar de apresentarem concentrações mais elevadas 
em hipoxósido. Esta constatação reforça ainda mais a hipótese da existência de outros 
compostos fenólicos na planta com capacidade antioxidante, para além do hipoxósido. 
Pode sugerir-se que o teor desses compostos é variável de planta para planta e 
independente da sua contribuição em hipoxósido. Contudo, como referimos 
anteriormente, a capacidade de extracção desses compostos pode ser aumentada com 
solventes que tem maior capacidade em extrair o hipoxósido. 
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4.4 Conclusão 
A actividade antioxidante de extractos obtidos a partir da BA foi anteriormente 
determinada utilizando-se várias metodologias [Steenkamp et al., 2006; Laporta et al., 
2007b; Nair et al., 2007a; Katerere e Eloff, 2008], incluindo o método do radical DPPH. 
Contudo, a avaliação da actividade antioxidante, muitas das vezes, não foi feita de 
maneira sistemática, o que torna difícil estabelecer comparações entre os resultados 
descritos na literatura. 
Este trabalho permitiu determinar a actividade antioxidante dos extractos etanólicos 
(etanol a 96% V/V) preparados a partir de cormos de BA provenientes de diferentes 
partes de Moçambique. Além disso, foi possível avaliar a influência dos vários solventes 
usados na preparação de extractos na actividade antioxidante. 
Foi avaliada a influência do álcool absoluto, etanol a 96%, etanol-água (2:1), 
metanol-água (2:1), água, metanol e acetona na actividade antioxidante. Os resultados 
obtidos mostram em ordem decrescente a actividade antioxidante dos extractos obtidos 
pelos diversos solventes: acetona > álcool absoluto = metanol = etanol 96% > metanol-
água (2:1) = etanol-água (2:1). 
Para a mesma amostra e solventes diferentes, notou-se que o aumento da 
actividade estava relacionado com o aumento da concentração em hipoxósido. 
Entretanto, isto não se verificou quando se utilizaram amostras diferentes e o etanol 96% 
como solvente. Assim, admite-se a existência, nas amostras de H. hemerocallidea, de 
outras substâncias fenólicas com actividade antioxidante, em quantidade variável e 
independente da do hipoxósido, que são conjuntamente extraídas. 
As amostras provenientes da região da Macia foram mais activas que as da 
Namaacha, que por sua vez foram mais activas que as do IIAM ou as cultivadas em 
Lisboa. O extracto comercial foi menos activo que todas as amostras avaliadas. 
Relativamente à influência do método de secagem, é de referir que tanto os 
extractos obtidos a partir de cormos secos por liofilização como por secagem em estufa 
de vazio apresentaram actividade antioxidante semelhante. 
Este estudo avalia pela primeira vez a influência do método de secagem dos 
cormos e a influência do solvente usado na preparação dos extractos na actividade 
antioxidante. 
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5. Conclusões gerais e perspectivas 
O uso de decoctos e infusos obtidos a partir dos cormos da BA no tratamento de 
diversas patologias é uma prática secular na África austral. O uso desta planta, 
principalmente em doenças como cancro, HIV/SIDA e na hiperplasia benigna da próstata, 
elevou a importância da mesma e, como consequência, o aparecimento de formas 
farmacêuticas industrializadas contendo produtos derivados da BA. 
Várias metodologias foram propostas para a obtenção de extractos secos a partir 
de cormos secos da BA, algumas patenteadas, onde são utilizados diversos solventes. 
Contudo, não está descrito nenhum estudo comparativo entre as diversas metodologias 
utilizadas na obtenção desses extractos. 
Neste trabalho, foi possível optimizar o método de extracção com vista à obtenção 
de extractos secos concentrados em hipoxósido a partir de cormos secos de BA, tendo 
sido avaliada a influência do solvente extractivo, temperatura de extracção, número e 
duração de cada etapa extractiva, granulometria do pó e a razão planta/solvente. Tendo 
em conta que o objectivo era obter extractos concentrados em hipoxósido, efectuamos o 
isolamento do mesmo, que foi usado como padrão para monitorizar o processo de 
extracção. Estudou-se também a actividade antioxidante dos extractos obtidos, quer no 
que se refere ao efeito do solvente e do método de secagem na actividade, quer no que 
se refere à origem da planta. 
Relativamente ao isolamento, é de referir que foi possível obter hipoxósido com um 
elevado grau de pureza (98,6% m/m) recorrendo a cromatografia líquida em coluna de 
vidro com octadecilsilano (C18) em fase inversa e como fase móvel acetonitrilo-água 
(20:80 V/V). Dada a elevada pureza obtida, o hipoxósido isolado foi usado como padrão. 
As principais conclusões deste trabalho podem ser organizadas do seguinte modo: 
 Secagem 
A secagem é uma das operações relevantes, quer na conservação do material 
vegetal, garantindo deste modo a manutenção da estabilidade de alguns constituintes da 
planta, quer na preparação propriamente dita dos extractos secos. Foi sugerido que a 
liofilização, comparada com a secagem na estufa, ao sol, à sombra ou em micro-ondas, é 
o método mais adequado para secar cormos de BA, uma vez que o material seco 
apresentava teores em hipoxósido elevados. 
Neste trabalho constatou-se que tanto a liofilização como a secagem em vazio 
conduziram a cormos secos com teores em hipoxósido e em água semelhantes. Outro 
aspecto relevante tem a ver com a actividade antioxidante dos extractos obtidos a partir 
dos cormos secos por estas duas metodologias, que também foram semelhantes. Assim, 
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conclui-se que a secagem em estufa de vazio a temperaturas compreendidas entre 20 e 
30 ºC é um método adequado para a secagem de cormos de H. hemerocallidea e 
alternativo à liofilização. 
 Optimização do método extractivo 
Pretende-se com a optimização obter o solvente e as condições de extracção mais 
adequadas para se obter a maior quantidade possível de extracto e com a mais elevada 
concentração de hipoxósido possível. Nestas circunstâncias, a avaliação dos parâmetros 
controlados de extracção acima referidos em função das variáveis medidas (rendimento 
de extracção e concentração do hipoxósido no extracto) constituiu um procedimento 
indispensável. 
Foram definidas como condições adequadas para obter rendimentos de extracção e 
concentração de hipoxósido adequada: solvente (etanol a 96%), granulometria (180/125 
µm), temperatura (20-25ºC), número de etapas extractivas (2), duração da etapa 
extractiva (15 min), razão planta/solvente (1:10), agitação (400 rpm). Este método levou à 
obtenção de extractos que apresentavam uma das actividades antioxidantes mais 
elevadas. 
De referir que o método optimizado tem boa reprodutibilidade, o que favorece a 
transposição para escala industrial. 
 Actividade antioxidante dos extractos 
As plantas que contêm compostos fenólicos como metabolitos secundários têm 
maior probabilidade de possuírem actividade antioxidante. Aliás, está descrito que H. 
hemerocallidea possui compostos fenólicos e que tem actividade antioxidante. 
Neste trabalho, constatou-se que a actividade antioxidante dos extractos obtidos foi 
influenciada, quer pelo tipo de solvente usado, quer pela natureza da planta usada na 
obtenção do extracto. 
Sugerimos que a actividade antioxidante dos extractos secos da H. hemerocallidea 
se deve a outros constituintes fenólicos da planta diferentes do hipoxósido, uma vez que 
está descrito que o hipoxósido não apresenta actividade antioxidante pelo método de 
DPPH. Além disso, nos extractos por nós preparados, apesar de se ter notado um 
aumento da actividade antioxidante relacionada com um aumento do teor em hipoxósido 
nos extractos obtidos com a mesma amostra e solventes diferentes, o mesmo não 
aconteceu quando usamos amostras diferentes e o etanol 96% V/V como solvente. 
Assim, este aumento da actividade no primeiro caso está relacionado com o aumento da 
extracção dos compostos fenólicos e não com o aumento do teor em hipoxósido. Até 
porque no caso em que se utilizam amostras diferentes e o mesmo solvente, não se 
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verifica nenhuma relação entre a quantidade de hipoxósido existente no extracto e a 
actividade antioxidante. 
 Origem das amostras 
A origem das plantas tem influência na composição e teor das substâncias nelas 
existentes. Assim, a origem da planta influencia a qualidade dos extractos obtidos. 
Os teores em hipoxósido diferem de amostra para amostra, apresentando teores 
mais elevados as amostras colhidas na Namaacha (≈21-30%) e mais baixos as amostras 
colhidas no IIAM (≈7-9%). 
A existência de plantas com teores em hipoxósido muito elevado, como é o caso da 
amostra da Namaacha, pode explicar parcialmente a preparação directa de cápsulas ou 
comprimidos a partir dos cormos secos pulverizados, sem se recorrer à preparação de 
extractos. 
A obtenção de valores muito baixos nos teores e rendimentos dos extractos com 
algumas amostras pode ser explicada pela natureza da própria amostra. É provável que o 
solvente escolhido não seja mais adequado para essas matrizes. 
O método de extracção optimizado permite obter extractos concentrados em 
hipoxósido e com rendimentos de extracção adequados. Além disso, tendo em conta o 
solvente utilizado, permite obter extractos seguros e com qualidade para serem 
incorporados em formas farmacêuticas e destinadas a serem administradas por via oral. 
 
Perspectiva-se interligar o trabalho aqui desenvolvido com outras áreas, fazendo 
uma ponte entre os conhecimentos relativos ao cultivo, colheita, conservação, 
preparação de extractos e preparação de produtos em larga escala, assim como a sua 
utilização em humanos. Nestas condições, parece relevante propor os possíveis 
trabalhos: 
1. Avaliação da qualidade dos cormos da H. hemerocallidea cultivados nas 
diferentes partes de Moçambique, com o objectivo de eleger a melhor área 
para o cultivo; 
2. Preparação de extractos a partir de cormos frescos e comparação com os 
obtidos a partir dos cormos secos, com especial dedicação para os cormos 
cultivados; 
3. Identificação e quantificação dos constituintes fenólicos responsáveis pela 
actividade antioxidante dos extractos da BA; 
4. Avaliação da qualidade dos extractos líquidos caseiros ou comercializados 
nos principais mercados de Moçambique; 
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5. Aperfeiçoamento do método de extracção proposto, recorrendo a outras 
metodologias para avaliar a influência dos factores que interferem na 
extracção, como a RSM; 
6. Adaptação do método de extracção proposto ou melhorado para uma escala 
maior (1-5 kg). Transposição de escala; 
7. Aumento da densidade dos extractos obtidos, recorrendo a métodos de 
secagem das soluções extractivas como a atomização (Spray drying); 
8. Avaliação do tempo máximo de conservação dos cormos antes e depois de 
se proceder à secagem, assim como a conservação do extracto após a 
preparação; 
9. Avaliação da actividade antioxidante para espécies reactivas com relevância 
biológica. 
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